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Allgemeiner Teil 
 
 
1 Einleitung und Problemstellung 
 
Die Nuklearmedizin, die auf der Nutzung radioaktiver Substanzen zu therapeutischen und 
diagnostischen Zwecken beruht, ist zum einen fester Bestandteil der klinischen Routine, zum anderen 
aber auch ein vielversprechendes Forschungsgebiet, welches Zugang zu völlig neuen therapeutischen 
und diagnostischen Ansätzen eröffnet [1, 6, 8]. Dabei wird die Entwicklung der Nuklearmedizin 
sowohl durch den raschen Fortschritt der Entwicklung hochauflösender bildgebender Verfahren und 
der zugehörigen Rechentechnik, als auch durch den umfangreichen Erkenntniszuwachs auf dem 
Gebiet der Molekularbiologie und der Zellphysiologie gefördert. Grundlage für die Entwicklung der 
Nuklearmedizin ist aber die Entwicklung neuer Radiotracer. 
Radiotracer in der Diagnostik dienen der Funktionsbeurteilung von Organen. Je nachdem, ob es sich 
bei dem eingesetzten Radionuklid um einen Positronenstrahler oder um einen Gammastrahler handelt, 
kommt als bildgebendes Verfahren die Positronen-Emissionstomographie (PET) oder die 
Untersuchung mit der Gammakamera (planare Szintigraphie oder Single-Photon-Emission-Computer-
Tomographie, SPECT) zur Anwendung. Dabei ist die Untersuchung mittels Gammakamera auf Basis 
des einfach verfügbaren Radionuklid 99mTc das kostengünstigere, leichter zu handhabende und somit 
in der Routine breiter anwendbare Verfahren [27, 28]. Das Radionuklid 99mTc verfügt einerseits über 
ideale strahlenphysikalische Eigenschaften, zum anderen kann es jeder medizinischen Einrichtung 
problemlos in Form eines leicht zu betreibenden Generatorsystems zur Verfügung gestellt werden. 
Daher wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl von Koordinationsverbindungen des Technetiums 
mit unterschiedlichsten chemischen und biologischen Eigenschaften entwickelt. Während 99mTc-
Radiodiagnostika zur Darstellung von Perfusions-und Akkumulationsprozessen bereits breite 
Anwendung in der klinischen Routine gefunden haben [2-9], ist die moderne radiopharmazeutische 
Forschung mit der Entwicklung von Radiotracern zur Darstellung spezifischer biochemischer und 
molekularbiologischer Zusammenhänge befaßt [10-15]. So ist man beispielsweise um 
rezeptorbindende 99mTc-Radiodiagnostika bemüht, um zu Aussagen über den Rezeptorstatus eines 
jeweiligen Rezeptors zu gelangen, beispielsweise um neurodegenerative Erkrankungen zu 
diagnostizieren. Aber auch in der Entwicklung 99mTc-markierter Antikörper zur Darstellung 
spezifischer Antigene oder im Einsatz 99mTc-markierter Substrate für enzymatische Reaktionen 
eröffnen sich interessante Ansätze für Tumordiagnostik, Gentherapie sowie für 
stoffwechselphysiologische Untersuchungen. Im Zuge der Entwicklung dieser sogenannten „Dritten 
Generation“ von 99mTc-Radiopharmaka wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl 
koordinationschemischer Konzepte entwickelt, welche die Kopplung des körperfremden Metalls 
Technetium an biologisch relevante Moleküle ermöglichen. Eines dieser Konzepte ist das „3+1“ 
Gemischtligandkonzept, bei dem das Technetium auf der Oxidationsstufe +5 in Form eines 
Oxometallzentrums vorliegt und von einem tridentaten und einem monodentaten Liganden stabilisiert 
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wird. Dieses Konzept erlaubt mittels Modifikation an beiden Liganden eine breite Variation der 
chemischen und biologischen Eigenschaften der 99mTc-Verbindungen mit vergleichsweise geringem 
chemischen Aufwand. Für das „3+1“ Gemischtligandkonzept als auch für andere Verbindungsklassen 
ist es bereits gelungen, sehr vielversprechende potentiell rezeptorbindende 99mTc-
Koordinationsverbindungen mit guten In-vitro-Rezeptoraffinitäten zu entwickeln. Daher ist es nun 
interessant, für ausgewählte 99mTc-Koordinationsverbindungen zu untersuchen, ob diese auch in vivo 
in der Lage sind, die gewünschten biochemischen Zusammenhänge darzustellen. 
Die vorliegende Arbeit soll dazu einen Beitrag leisten. Ziel der Arbeit ist es, umfassende Aussagen zur 
In-vivo-Stabilität und zur Metabolisierbarkeit von rezeptorbindenden „3+1“ Gemischligandkomplexen 
zu erhalten. Der Schwerpunkt liegt dabei auf systematischen In-vitro-Untersuchungen der Stabilität 
von „3+1“ Gemischtligandkomplexen des 99mTc in biologischen Medien (Blut, Plasma, 
Organhomogenaten). Die erhaltenen Ergebnisse sollen zu der Verteilung der Radiotracer in der Ratte 
und zu systematischen Challenge-Versuchen (bei denen der zu beurteilende 99mTc-Komplex mit dem 
in Frage kommenden Konkurrenzliganden konfrontiert wird) in Beziehung gesetzt werden. Dabei 
sollen allgemeingültige Aussagen zu Struktur-Stabilitätsbeziehungen von „3+1“ 
Gemischtligandkomplexen des Technetiums erarbeitet werden. Weiterhin soll untersucht werden, ob 
mit Speziesunterschieden zwischen Ratte und Mensch hinsichtlich der Metabolisierung und In-vivo-
Stabilität von „3+1“ Gemischtligandkomplexen zu rechnen ist, um somit zu Aussagen über die 
Gültigkeit des Tiermodells Ratte zur Beurteilung von 99mTc-Radiotracer zu gelangen. 
Im zweiten Teil der Arbeit sollen diese Untersuchungen auf weitere interessante 
koordinationschemische Konzepte für die Entwicklung von rezeptorbindenden 99mTc-Radiotracern 
ausgedehnt werden, um auch hier zu ersten Aussagen hinsichtlich der zu erwartenden Stabilitäts-und 
Metabolisierungseigenschaften in vivo zu gelangen. Dabei sollen insbesondere die „4+1“ Komplexe 
des Technetiums auf der Oxidationsstufe +3 und die Tricarbonylkomplexe des Technetiums auf der 
Oxidationsstufe +1 Beachtung finden. 
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2 Vorbetrachtungen 
 
2.1 Das Element Technetium 
 
Über 80% der zur Zeit in der Nuklearmedizin eingesetzten Radiodiagnostika sind mit dem kurzlebigen 
Nuklid 99mTc markiert [3-8], welches unter Aussendung von Gammastrahlung in seinen Grundzustand 
99Tc übergeht. Die Energie der emittierten Photonen beträgt 140 keV und liegt somit im optimalen 
Bereich für SPECT- Untersuchungen, da sie einerseits ausreichend ist, um auch tiefer liegende Organe 
zu untersuchen, anderseits aber auch eine wirksame Detektion mit NaI (TI)- Szintillationszählern 
erlaubt. Die physikalische Halbwertszeit des 99mTc von 6 h und die Abwesenheit von 
gewebeschädigender Teilchenstrahlung ermöglichen die Injektion von relativ hohen Dosen bei 
vertretbarer Strahlenbelastung des Patienten. Andererseits ist die Halbwertszeit von 6 h ausreichend 
lang zur Durchführung der szintigraphischen Messungen und zur Synthese des Radiotracers, welche in 
der klinischen Routine weitestgehend über Kit-Präperationen erfolgt. Dabei liegen alle zur Synthese 
erforderlichen Bestandteile bereits in optimierten Mengen vor und in der Klinik erfolgt nur noch die 
Zugabe des 99mTc in Form eines Eluats des 99Mo/99mTc-Generators. 
Ein weiterer Vorteil des 99mTc ist seine bequeme Verfügbarkeit. 99mTc ist durch Zerfall von 99Mo 
zugänglich und kann über ein bereits Ende der fünfziger Jahre entwickeltes 99Mo/99mTc-
Generatorsystem gewonnen werden. Dabei ist das Mutternuklid 99Mo in Form von MoO4 2-  auf eine 
als Anionen-Austauscher arbeitende Al2O3-Säule aufgebracht. Das entstehende einfach negativ 
geladene 99mTcO4-  ist mit isotonischer Kochsalzlösung von der Säule eluierbar und kann so zur 
Synthese von Radiotracern eingesetzt werden. Beim radioaktiven Zerfall des 99Mo entsteht neben 
99mTc zu etwa 13% das langlebige 99gTc, so dass sich die Gesamtkonzentration an TcO4- im 
Generatoreluat (99mTc + 99gTc) auf etwa 10-6-10-8 M beläuft. Dabei beträgt die Konzentration an 
99mTcO4-  etwa 10-8- 10-10 M. Wird das Generatoreluat ohne weiteren Zusatz von 99gTc zur Synthese 
eingesetzt, so spricht man von no-carrier-added-Präparationen. Erfolgt hingegen ein weiterer Zusatz 
von 99gTc zum Generatoreluat, um so in höheren Konzentrationsbereichen arbeiten zu können, so 
werden diese als carrier-added-Präparationen bezeichnet [2, 9]. 
 
99Mo
t1/2=66h
β-
87,2 %
β-,γ
12,8 %
99mTc
t1/2= 6h
99Tc
t1/2= 2,1*105 a
γ
140keV β-
β-
99Ru
stabil
 
 
Abb. 1: Bildung und Zerfall der Nuklide 99mTc und 99gTc 
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2.2 Allgemeine koordinationschemische Eigenschaften von Rhenium und 
Technetium 
 
Aufgrund der breiten und interessanten Einsatzmöglichkeit des 99mTc in der Nuklearmedizin ist die 
Koordinationschemie dieses Metalls sehr gut untersucht und beschrieben [25, 26]. Wegen seiner 
hohen Radioaktivität ist das Nuklid 99mTc nicht in wägbaren Mengen handhabbar. Die Entwicklung 
von 99mTc-Radiodiagnostika definierter Struktur und Zusammensetzung erfordert deshalb auch die 
Synthese und chemische Charakterisierung von Modellverbindungen des langlebigen 99Tc und des 
homologen Elements Rhenium. Technetium mit der Ordungszahl 43 und Rhenium mit der 
Ordungszahl 75 sind beides Übergangselemente der 7. Nebengruppe, die aufgrund der 
Lanthanoidenkontraktion ähnliche Atom-und Ionenradien aufweisen und daher zur Bildung strukturell 
ähnlicher Komplexverbindungen neigen [3-9,16-18]. Wenngleich gewisse Unterschiede im 
Reaktionsverhalten und in der Lipophilie zwischen Rhenium- und Technetiumverbindungen 
nachgewiesen wurden [19, 20], so bleibt jedoch der Einsatz von Rheniumverbindungen als 
Referenzverbindungen zur Identifizierung der entsprechenden 99mTc-Radiotracer gerechtfertigt. 
Technetium kommt prinzipiell in allen Oxidationsstufen von +7 bis –1 vor. Die bisher 
nuklearmedizinisch eingesetzten Verbindungen enthalten das Metall in den Oxidationsstufen +7, +5, 
+4, +3 und +1 [7]. Dabei werden die unterschiedlichen Oxidationsstufen von unterschiedlichen 
Liganden stabilisiert. Allgemein läßt sich sagen, daß die positive Ladung von Rhenium und 
Technetium höherer Oxidationsstufen (+4 bis +7) durch Liganden mit negativ geladenen 
Donorgruppen (σ-Donorliganden) stabilisiert wird, wobei die höheren Stufen „harte Atome“ 
(Sauerstoff, Stickstoff) bevorzugen, die mittleren hingegen „weiche“ (Schwefel, Phosphor) [16-18]. 
Die niedrigen Oxidationsstufen von Rhenium und Technetium (+3, +1) bevorzugen hingegen π- 
Akzeptoren als Liganden (z.B. Carbonyle, Phosphine, Isonitrile), die in der Lage sind 
Elektronendichte aus dem Metallzentrum aufzunehmen [21]. Hinsichtlich des Stabilitätsvergleichs von 
Rhenium- und Technetiumkomplexen mit unterschiedlichen Liganden muß man sich auf rein 
qualitative Aussagen beschränken, da von beiden Metallen keine freien Kationen bekannt sind und 
somit auch keine Gleichgewichtsparameter in Form von Komplexbildungskonstanten ermittelt werden 
können, die man zu anderen, bekannten Komplexen in Beziehung setzen könnte. Ausgangsverbindung 
der Koordinationschemie von Technetium ist stets das stabile Pertechnetat (TcO4-) auf der 
Oxidationstufe +7, welches in Gegenwart eines geeigneten Reduktionsmittels (SnCl2, NaBH4, S2O42-) 
und der stabilisierenden Liganden in den gewünschten Komplex überführt werden kann. Dabei kann 
auch der koordinierende Ligand selbst als Reduktionsmittel dienen (Phosphine, HCl). Bei Reduktion 
in Abwesenheit stabilisierender Liganden entsteht das stabile reduzierte hydrolysierte Technetium auf 
der Oxidationstufe +4, welches neben unreduziertem Pertechnetat die Hauptverunreinigung 
radiopharmazeutischer Präparationen darstellt. 
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2.2.1 Koordinationschemie des Technetium (V) 
 
Eine besondere Vielzahl von Koordinationsverbindungen des Technetiums sind auf der 
Oxidationsstufe +5 beschrieben. Die Oxidationstufe +5 hat sich für die Entwicklung von 
Radiodiagnostika des Technetiums als besonders günstig herausgestellt, da sie gut definierte 
Komplexe mit ausreichender Stabilität in wäßrigen Lösungen liefert. Eine charakteristische 
Eigenschaft von Tc(V)-Verbindungen ist das Auftreten mindestens einer Oxo- bzw. Nitridogruppe im 
Molekül zur Kompensation der hohen Formalladung des Technetium (V). Am meisten verbreitet ist 
dabei der [Tc=O]3+ -Core. Dieser Komplextyp kann die Koordinationszahlen 5, 6 oder 7 aufweisen 
und besitzt eine diamagnetische d2-Konfiguration, wobei die p-Orbitale des Sauerstoffs mit den dxz 
und dyz-Orbitalen des Technetiums in Wechselwirkung treten. Diese starke Bindungskombination 
bestimmt die Chemie der gesamten Gruppe. In bezug auf die ancillaren Liganden bestehen große 
Unterschiede im chemischen Verhalten der Verbindungen, abhängig davon, ob diese Liganden über 
weiche oder harte Donoratome mit dem Technetium-Oxo-Core wechselwirken. Weiche negativ 
geladene Donoratome wie z.B. Schwefel erfahren durch das freie Elektronenpaar des Sauerstoffs eine 
Abstoßung, die zur Ausbildung quadratisch pyramidaler Strukturen führt. Bei harten Donoratomen 
hingegen verstärkt sich die Konkurrenz zur Oxo-Bindung in bezug auf die Beanspruchung der 
bindenden Technetiumorbitale. Das führt zu einer Schwächung der Tc=O- Bindung, wodurch die 
Liganden in die Äquatorialebene des Komplexes steigen können und die transaxiale Position für die 
lockere Bindung eines weiteren Liganden frei wird. Werden Liganden mit neutralen Donoratomen 
angeboten, die nicht zur Ladungskompensation des Metallzentrums beitragen wie z.B. Phosphine und 
Amine, so erfolgt diese durch Anlagerung eines zweiten Sauerstoffatoms unter Bildung einer trans-
Dioxo-Gruppierung (O=Tc=O) [3, 7, 18, 22]. Diese Komplexe besitzen die Koordinationszahl 6 und 
weisen eine oktaedrische Geometrie auf. Eine weitere Gruppe von Oxo-Komplexen stellen solche mit 
[Tc2O3]4+Core dar, welche man sich als Derivat des Dioxo-Cores vorstellen kann. Hier agiert eine 
Oxogruppe als Ligand für ein zweites Technetium-Metall-Zentrum, wodurch sich eine lineare 
Brückenstruktur ausbildet. Solche Komplexe findet man beispielsweise mit tetradentaten N2O2-
Schiffschen Basen als Liganden und mit bidentaten neutralen Thioethern [23, 24]. 
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Abb. 2: Charakteristische Komplextypen des Technetium(V) 
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Wie schon erwähnt, bilden Oxokomplexe des Technetiums quadratisch-pyramidale Strukturen. Dabei 
befindet sich das Technetium zwischen 0,65 und 0,8 Å über der Pyramidenebene, wobei die Spitze der 
Pyramide durch das Sauerstoffatom gebildet wird. Die anderen Liganden bilden die Eckpunkte der 
quadratisch planaren Grundfläche der Pyramide. Bei diesen Liganden kann es sich dabei sowohl um 
Einzelatome als auch um unterschiedliche Kombinationen mehrzähniger Liganden handeln. 
Desweiteren kann auch die Art der Donoratome unterschiedlich kombiniert werden. So existieren eine 
große Vielzahl von Komplexen, bei denen entweder vier gleichartige Sauerstoffatome 
([TcO(gluconat)2]-, [TcO(tartrat)2]-), vier Stickstoffatome (Tc-PnAO) oder auch vier Schwefelatome in 
Form von Thiolen [TcO(DMSA)2]- koordinieren. Es sind aber auch eine Vielzahl von Oxokomplexen 
des Technetiums bekannt, die Liganden enthalten, die unterschiedliche Kombinationen aus Aminen, 
Amiden, Thiolen und Thioehern darstellen [3]. 
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Abb. 3: Quadratisch pyramidale Struktur eines Oxo-Technetiumkomplexes der Oxidatiosstufe +5 
 
Eine interessante Gruppe von Komplexen stellen hierbei die „Gemischtligandkomplexe“ dar. Unter 
Gemischtligandkomplexen versteht man die Kombination von mindestens einem chelatbildenden 
Liganden und einem variablen Co-Liganden. Gemischtligandkomplexe werden dabei nach Art 
(monodentate, bidentate oder tridentate) und Zahl der Co-Liganden eingeteilt [3]. Bei 
Oxotechnetiumkomplexen der Oxidationstufe +5 existieren dabei Kombinationen von einem 
tridentaten Liganden mit einem oder zwei monodentaten Liganden, die Kombination zweier 
verschiedener bidentater Liganden, die Kombination eines bidentaten und eines tridentaten Liganden 
oder auch die Kombination von vier monodentaten Liganden. Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit 
steht die Gruppe der „3+1“ Gemischtligandkomplexe, die durch Kombination eines tridentaten 
Dithiols (HS-CH2CH2-E-CH2CH2-SH) (E = O, S oder NR) und eines Monothiols (RSH) gebildet und 
durch die allgemeine Formel [TcO(SES)(SR)] beschrieben werden. Es handelt sich hierbei um 
neutrale, verhältnismäßig kleine Moleküle, deren chemische und biologische Eigenschaften durch 
Nutzung verschiedenster monodentater Liganden leicht und vielfältig zu variieren sind. Erwähnt sei an 
dieser Stelle auch die Möglichkeit der Bildung von 3+1 Gemischtligandkomplexen durch Reaktion 
einer tridentaten Schiffschen Base und eines Monothiols [35, 36], welche im folgenden aber nicht 
betrachtet werden soll. Die leichte Variierbarkeit des monodentaten Liganden macht das 
3+1 Gemischligandkonzept besonders für das Design von rezeptorbindenden Radiotracern interessant. 
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Das hat dazu geführt, dass die Chemie dieser Komplexklasse sehr intensiv studiert worden ist, so dass 
man bereits eine Vielzahl chemisch gut charakterisierter 3+1 Gemischtligandkomplexe des 
Technetiums [31, 33, 37, 38, 40, 41, 42] und des Rheniums [29, 30, 34] vorliegen hat und auch die 
Synthese dieser Verbindungsklasse bis hin zur n.c.a. Präparation [32] sehr gut beherrscht wird. 
Zahlreiche biologisch relevante Moleküle wurden bereits nach diesem Synthesekonzept erfolgreich 
mit Rhenium und Technetium markiert. 
Mit dem Ziel der Synthese von Technetium-markierten Liganden des Dopamintransporters zur 
Diagnose der Parkinsonschen Krankheit wurden beispielsweise verschiedene Tropanderivate nach 
dem 3+1-Prinzip an Rhenium und Technetium gekoppelt. Das erste Beispiel für eine 3+1-Verbindung 
mit Affinität zum Dopamintransporter der Ratte wurde 1995 von Kung et al. [45] beschrieben. Weitere 
Verbindungen mit gewisser Affinität zum geklonten humanen Dopamintransporter wurden von 
Hoepping et al. synthetisiert [43, 44]. Besondere Anstrengungen aber wurden auf dem Gebiet der 
Entwicklung Technetium-markierter Liganden zur Darstellung des serotonergen Rezeptorsystems 
unternommen. Aus systematischen Variationen am monodentaten und am tridentaten Liganden sind 
eine Reihe vielversprechender Verbindungen hervorgegangen, die Werte für die Hirnaufnahme von 
um 1% der injizierten Dosis und in Displacementassays IC50-Werte (am Hirnhomogenat der Ratte 
gegenüber [3H]-Ketanserin) im nanomolaren Bereich aufweisen [47, 48]. Mit dem Ziel der Darstellung 
Hormonrezeptor-abhängiger Tumoren wurde das 3+1- Konzept weiterhin genutzt, um Steroidderivate 
zur Darstellung von Estrogen- und Androgenrezeptoren an Technetium zu binden [49-51]. Weiterhin 
wurden ein Ergolinderivat [46] als potentieller Ligand für den D2- Rezeptor sowie Nicotinamid- und 
Pyridiniumderivate als potentielle Redoxmarker [52] nach dem 3+1-Prinzip an Rhenium und 
Technetium gekoppelt. In jüngster Zeit wurden auch melanomaffine Verbindungen dieser 
Komplexklasse beschrieben, von denen man bisher noch nicht weiß, ob es sich hierbei um 
σ-Rezeptorliganden handelt [196]. 
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Abb. 4: Beispiele für rezeptoraffine „3+1“ Gemischtligandkomplexe des Technetiums 
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Bei der Synthese von 99mTc(V)-Verbindungen nach dem 3+1-Gemischtligandkonzept geht man vom 
Pertechnetat aus, welches in Gegenwart optimierter Mengen beider Liganden mit SnCl2 reduziert wird. 
Dabei erhält man den gewünschten 3+1-Gemischtligandkomplex durch Umkomplexierung aus einem 
vorher mit einem Hilfsliganden gebildeten Hilfskomplex [32, 39]. Als Hilfsliganden kommen dabei O-
Donor-Liganden wie Gluconat, Tartrat oder Propylenglycol zum Einsatz, die leicht gegen die auf der 
Oxidationsstufe +5 bevorzugten S- und N-Donor-Liganden austauschen (Abb. 5). Die Präparation von 
3+1-Komplexen des 99mTc in Gegenwart von Propylenglycol als Hilfsligand führt mit optimierten 
Ligandkonzentrationen zu Markierungsausbeuten über 90% [32]. 
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Abb. 5: Synthesewege zur Bildung von 3+1-Gemischtligandkomplexen des Tc (V) 
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2.2.2 Koordinationschemie des Technetium (III) 
 
Auf der Oxidationstufe +3 bildet das Technetium vorzugsweise oktaedrische Komplexe mit der 
Koordinationszahl 6, wobei das Technetium d4-Konfiguration besitzt und diamagnetisch ist. Eine 
besonders interessante Gruppe von Tc(III)-Verbindungen sind dabei die kationischen, myocardaffinen 
Komplexe mit neutralen Diarsin- und Diphosphinliganden ([99mTc(DIARS)2X2]+, ([99mTc(DMPE)2X2]+ 
(X = Cl, Br)) [57, 58], aber auch Tc(III)-Komplexe mit Elektronendonorliganden wie z.B. mit 
Phosphonaten, Thioharnstoff und Thiocyanat sind bekannt, welche aber wesentlich instabiler 
gegenüber Oxidationsprozessen sind. Weiterhin bildet Technetium auf der Oxidationsstufe +3 
binukleare Oktahalogenidkomplexe ([Tc2Cl8]2-). 
Von nuklearmedizinischer Relevanz ist Tc(III)-(HIDA)2  [54, 55, 56], das anionische Bichelat des 
Tc(III) mit der 2,6-Dimethylphenylcarbamoylmethyliminodiessigsäure, welches als Leber- 
Gallendiagnostikum eingesetzt wird [7, 18, 22, 25]. 
Für das Design von Radiodiagnostika ist das 4+1 Gemischtligandkonzept interessant, welches eine 
Alternative zum 3+1Gemischtligandkonzept darstellt. Hierbei wird das Technetium (III) von dem 
vierzähnigen tripodalen NS3-Liganden 2,2`,2``- Nitrilotris-(ethanthiol) und einem monodentaten 
Isocyanidliganden stabilisiert. Die variable Kopplung unterschiedlicher Biomoleküle kann dabei wie 
beim „3+1“ Konzept über den monodentaten Liganden erfolgen. Die nach dem 4+1 
Gemischtligandkonzept gebildeten neutralen trigonal-bipyramidalen Komplexe weisen eine stärkere 
Abschirmung des Metallatoms auf und verhalten sich weniger polar als die analogen 
3+1 Oxotechnetium(V)-Komplexe [59-62]. 
Die Präparation von 4+1 99mTc-Komplexen erfolgt durch direkte Reduktion des 99mTcO4- mittels SnCl2 
in Anwesenheit optimierter Mengen beider Liganden [166]. 
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Abb. 6: Trigonal-bipyramidaler 4+1-Gemischtligandkomplex des Technetium (III) 
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2.2.3 Koordinationschemie des Technetium (I) 
 
Beim Design von Technetium-markierten Radiotracern dominierte über Jahrzehnte die Chemie auf der 
Oxidationsstufe +5. Seit der Entdeckung und erfolgreichen klinischen Anwendung der kationischen, 
myocardaffinen Hexakisisonitriltechnetium(I)-Verbindungen [63], fanden die organometallischen 
Rhenium-und Technetiumverbindungen auf der Oxidationstufe +1 auch bei der Entwicklung von 
neuen Radiodiagnostika Beachtung. Technetium auf der Oxidationsstufe +1 besitzt d6-Konfiguration 
und verfügt somit über eine erhöhte Elektronendichte am Metallzentrum.  
Die Chemie von Technetium(I)-Komplexen basiert daher im wesentlichen auf π-Akzeptorliganden, 
wie z.B. Phosphan-, Isonitril- und Carbonylliganden. 
Die Entwicklung der Synthesen der Tricarbonyltechnetium(I)-vorstufen [Tc(H2O)3(CO)3]+ für 99mTc 
und [Tc(Cl)3(CO)3]2- für 99Tc ausgehend vom Pertechnetat unter Normalbedingungen machte diese 
Verbindungsklasse für die Markierung von Biomolekülen leicht zugänglich. Die H2O-Moleküle im 
Falle von [99mTc(H2O)3(CO)3]+ können dabei auch je nach Synthesebedingungen durch Halogenide 
ersetzt sein. Dabei sind die CO-Liganden aufgrund ihrer π-Akzeptoreigenschaft fest mit dem 
Metallzentrum verbunden und somit substitutions-stabil. Die H2O-Moleküle hingegen sind durch den 
trans-Einfluss der Carbonylgruppen labilisiert und können dadurch leicht substituiert werden. [64, 65, 
66, 67]. So konnte gezeigt werden, dass Isonitrile [68], Thioharnstoff [69], Thiophosphorylamide [70], 
Cyclopentadien [76], wasserlösliche Phosphine [71] sowie verschiedene stickstoffhaltige Liganden mit 
dem [Tc(H2O)3(CO)3]+-Molekül unter Substitution der H2O-Moleküle stabile Komplexe bilden. 
Diese Erkenntnisse machen die [Tc(CO)3]+-Einheit auch für die Markierung biologisch relevanter 
Moleküle interessant. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die [Tc(H2O)3(CO)3]+-Vorstufe 
aufgrund ihrer hohen Affinität zu Stickstoffliganden hervorragend zur Markierung von Proteinen und 
Peptiden geeignet ist, wodurch sich eine Alternative zur bisher üblichen auf freien Thiolgruppen 
basierenden Proteinmarkierung eröffnen könnte [74, 77, 179]. Momentan ist die Peptidmarkierung 
unter Nutzung der [Tc(H2O)3(CO)3]+-Vorstufe neben der HYNIC-Markierung [197, 198] die Methode, 
mit der die höchste spezifische Aktivität erreichbar ist. 
Für das Design von rezeptorbindenden Radiotracern wurden im wesentlichen zwei interessante 
Konzepte zur Kopplung der pharmakophoren Gruppe an die [Tc(CO)3]+-Einheit getestet; zum einen 
über Schiffsche Basen als Liganden und zum anderen über Thioetherliganden. Beide Ligandtypen 
besitzen π-Akzeptoreigenschaften. Die Chemie der Dithioethercarbonylkomplexe wurde von M. 
Reisgys untersucht und beschrieben und erste stabile Dithioethercarbonylkomplexe des Rhenium und 
Technetium mit Steroiden und Tropanderivaten als biologisch aktive Ankergruppen wurden bereits 
publiziert [50, 78, 79, 80]. Die Möglichkeit der Kopplung rezeptorbindender Gruppen über bidentate 
neutrale Stickstoffliganden an die [Tc(CO)3]+-Einheit wurde eingehend von Alberto et al. beschrieben 
[73, 74] und eine hochaffine Verbindung zum 5-HT1A-Rezeptor wurde bereits publiziert [72]. 
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Nachdem nun die Chemie beider Konzepte mit Rhenium und  Technetium gut untersucht ist und die 
prinzipielle Möglichkeit der Markierung biologisch aktiver Moleküle mittels der [Tc(CO)3]+-Einheit 
aufgezeigt werden konnte, ist nun die Untersuchung der Eigenschaften der analogen 99mTc-Komplexe 
im biologischen System interessant. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte deshalb anhand von Modellkomplexen das 
Stabilitätsverhalten der 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Dithioetherliganden sowie mit Schiffschen 
Basen als Liganden in biologischen Medien untersucht werden, um somit zu ersten Aussagen über die 
Möglichkeit der Anwendung dieser Komplexklassen in vivo zu gelangen. In Abb.7 ist dazu das 
prinzipielle Syntheseschema der 99mTc-Komplexe dargestellt. 
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Abb. 7: Darstellung der 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Dithioetherliganden und Schiffschen Basen als 
Liganden 
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2.3 Radiopharmakologie von 99mTc- Radiotracern 
 
Nachdem im vorangegangenen Abschnitt die Chemie der im biologischen System zu untersuchenden 
99mTc-Radiotracer erklärt wurde, sollen im folgenden die Anforderungen die ein 99mTc-
Radiodiagnostikum im Organismus erfüllen muß sowie die Gesetzmäßigkeiten seiner Verteilung 
dargestellt werden. Allen Betrachtungen liegt dabei die Forderung zugrunde, dass das 
Verteilungsmuster der Radioaktivität zu einem bestimmten Zeitpunkt einen gewünschten biologischen 
Zusammenhang widerspiegeln soll. Dabei wird ein möglichst großer Unterschied der 
Radioaktivitätsverteilung zwischen Target-und Nontargetgewebe gefordert. Die beim Einsatz von 
99mTc-Radiodiagnostika eingesetzten Konzentrationen sind außerordentlich gering und somit ohne 
pharmakologische Wirkung. Daher kann man beim Design von 99mTc-Radiotracern toxikologische 
Betrachtungen weitestgehend außer acht lassen, muß aber Aspekte des Strahlenschutzes 
berücksichtigen. Hinsichtlich Bioverteilung, Bioverfügbarkeit und Biotransformation folgen die 
Radiotracer im wesentlichen den Gesetzmäßigkeiten der klassischen Pharmakologie, allerdings spielen 
Konzentrationseffekte im allgemeinen keine Rolle bei den geringen n.c.a.-Konzentrationen des 
Radiotracers. 
Im Falle der rezeptorbindenden 99mTc-Radiotracer besteht die Forderung, dass diese im Organismus 
völlig unverändert zum Targetorgan gelangen müssen, um dort an ihren spezifischen Rezeptor zu 
binden. Dazu müssen sie durch die peripheren Kapillaren in die entsprechenden Targetgewebe 
diffundieren. Im Falle von Hirnrezeptorliganden stellt dies aufgrund der stark eingeschränkten 
Permeabilität der Hirnkapillaren (Blut-Hirn-Schranke) bereits die erste Schwierigkeit dar. Der nicht 
am Rezeptor gebundene Anteil des Radiotracers sollte dann weitestgehend und schnell aus dem 
Targetorgan wieder ausgewaschen und ausgeschieden werden, um zum einen die Strahlenbelastung zu 
minimieren und zum anderen den Untergrund möglichst gering zu halten. Das bedeutet, es sollte 
möglichst keine Metabolisierung des rezeptorbindenden Liganden stattfinden und auch die Stabilität 
des Technetiumchelates sollte gewährleistet sein. Desweiteren sollten das rezeptorbindende 
99mTc-Radiodiagnostikum bzw. dessen Metaboliten wenig unspezifische Wechselwirkungen und 
Bindungen mit Gewebsproteinen oder anderen Bindungspartnern eingehen, die zu einer 
unspezifischen Radioaktivitätsanreicherung und somit zu einer Verschlechterung des 
szintigraphischen Bildes führen würden. 
Es besteht aber auch die Möglichkeit, 99mTc-Radiodiagnostika so zu konzipieren, dass der Ligand eine 
bestimmte biochemische Metabolisierung zuläßt und somit zum Nachweis derselben dient (z.B. 
β-Oxidation, Esterhydrolyse). Auch hier ist für die Spezifität des Anreicherungsmechanismus Sorge 
zu tragen. Will man hingegen eine gewebespezifische Anreicherung oder nur einfach 
Perfusionsvorgänge mit 99mTc-Radiodiagnostika darstellen, so ist nach Aufnahme im Targetorgan auch 
eine unspezifische Metabolisierung von Vorteil, wenn diese zum ″ trapping″  (Akkumulation) des 
99mTc-Radiotracers im darzustellenden Targetgewebe führt. 
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Die Applikation eines Radiotracers kann in Abhängigkeit von der diagnostischen Fragestellung auf 
unterschiedliche Art und Weise erfolgen (intravenös, interarteriell, subkutan, intramuskulär, peroral 
oder per inhalationem). Für die biologische Beurteilung von 99mTc-Chelaten zur Entwicklung 
rezeptorbindender Radiotracer im Tierversuch wird in der Regel intravenös injiziert. Das bedeutet, 
dass sich der Radiotracer mit dem Blut vermischt und sich in die ihm zugänglichen Räume verteilt. 
Dabei hängt die Verteilung des Radiotracers maßgeblich von der Kapillarisierung und Durchblutung 
der Organe und Gewebe ab. Unter morphologisch-physiologischen Gesichtspunkten kann der 
Organismus in verschiedene Verteilungsräume aufgeteilt werden. In Abhängigkeit von den 
chemischen Eigenschaften des Radiotracers erfolgt die Verteilung entweder nur im Plasma, im 
gesamten Extrazellulärraum (Plasma + interstitieller Raum + transzellulärer Raum) oder in Extra- und 
Intrazellulärraum. Die Verteilung des Radiotracers zwischen dem Plasma als zentralem Kompartiment 
und dem interstitiellen Raum wird dabei durch dessen Lipophilie und Molekülgröße sowie auch durch 
den Aufbau der Kapillarwand in den verschiedenen Bereichen bestimmt. Die intrazellulären 
Verteilungsräume werden im allgemeinen nur von lipidlöslichen Molekülen erreicht, sofern keine 
aktiven Transportprozesse beteiligt sind. Bereits zwischen den Blutbestandteilen und dem Radiotracer 
treten Wechselwirkungen auf, die von Bedeutung für dessen Verteilung sind. So kann beispielsweise 
eine Bindung an die negativ geladene Oberfläche der Erythrozyten oder eine Aufnahme in die 
Erythrozyten erfolgen. Weiterhin kann eine unterschiedlich starke Plasmaproteinbindung des 
Radiotracers erfolgen. Unter Plasmaproteinbindung versteht man in der Pharmakologie eine reversible 
Adsorption der Wirkstoffmoleküle an die Oberfläche von Plasmaproteinen; kovalente Bindungen 
werden dabei nicht zur Proteinbindung gerechnet. Das hat zur Konsequenz, dass man bei der korrekten 
Bestimmung der Proteinbindung von 99mTc-Chelaten mit auf Gleichgewichtseinstellung beruhenden 
Methoden kovalente Bindungen zunächst ausschließen muß. Die Proteinbindung kann dabei zu einer 
Verringerung der diffusionswirksamen Konzentration des Radiotracers im Blut und damit zu einer 
Einschränkung der extravasalen Verteilung, aber auch zu Verlangsamung von Biotransformation und 
Exkretion führen. Die Konsequenz der Plasmaproteinbindung hängt dabei natürlich auch von der 
Affinität des Radiotracers zu extravasalen Gewebebestandteilen (z.B. lipidreiche Strukturen, 
Gewebeproteine) ab. 
Die Elimination der Radiotracer aus dem Organismus erfolgt in der Regel durch renale Ausscheidung 
mit dem Harn und/ oder durch biliäre und intestinale Ausscheidung. Niedermolekulare Radiotracer 
werden bei der Passage durch die Niere aus dem Blut filtriert und zum Teil mit dem Harn 
ausgeschieden. Dabei können Moleküle mit einer relativen Molekülmasse unter 5000 ungehindert über 
die Glomeruli in den proximalen Tubulus der Niere übertreten, wo dann substanzabhängig in Analogie 
zu herkömmlichen Arzneimitteln eine tubuläre Reabsorbtion erfolgen könnte. Hierbei handelt es sich 
um einen Diffusionsprozess, der durch die Rückresorption von Wasser getrieben ist. Die Reabsorption 
eines Stoffes ist dabei von dessen Lipophilie und pKa-Wert abhängig; hydrophile Stoffe unterliegen 
dabei kaum einer Reabsorption und werden vollständig mit dem Urin ausgeschieden, sehr lipophile 
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Verbindungen wiederum werden nahezu vollständig reabsorbiert. Bei der biliären Exkretion erfolgt 
die Aufnahme des Radiotracers aus dem Sinusoidalblut in die Leberparenchymzelle über aktive oder 
passive Transportprozesse. In der Leberzelle kann dann entweder eine Biotransformation oder auch 
die direkte Exkretion des Radiotracers über die Galle in den Darm erfolgen. Zu den stofflichen 
Eigenschaften, die für eine biliäre Ausscheidung maßgeblich sind, gehören die Molekülgröße, die 
Polarität und bestimmte Strukturmerkmale. Stoffe mit einem hohen Anteil biliärer Extraktion 
überschreiten meist einen bestimmten speziesabhängigen Schwellwert der Molekülmasse, welcher 
beim Mensch beispielsweise 500 beträgt. Weiterhin befinden sich unter den Stoffen mit hoher biliärer 
Exkretion besonders solche mit polaren anionischen oder kationischen Gruppen, mit 
Zuckersubstituenten oder mit starker Plasmaproteinbindung. 
Prinzipiell kann man die bekannten Biotransformationswege in der Leber in zwei Phasen unterteilen. 
In der Phase-I-Reaktion wird durch Bildung neuer funktioneller Gruppen (z.B. OH) oder 
Transformation vorhandener (z.B. O- oder N-Alkylierung) die Hydrophilie der Substanz gesteigert. In 
der Phase -II-Reaktion werden durch Übertragung körpereigener Stoffe auf funktionelle Gruppen des 
Tracers  Konjugate gebildet, welche dann ausgeschieden werden. Dabei ist die Phase-I-Reaktion oft 
Voraussetzung für die Phase-II-Reaktion [81, 82]. 
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Abb. 8: Übersicht über Verteilung und Exkretion von Radiotracern 
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2.4 Stabilität und Metabolisierung von 99m Tc-Chelaten 
 
Da die Diskussion der In-vivo-Stabilität und Metabolisierbarkeit von 99mTc-Chelaten, insbesondere 
von 3+1 Gemischtligandkomplexen des Technetium(V), im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht, 
soll im folgenden der Stabilitätsbegriff für Komplexverbindungen definiert und das in der Arbeit 
verwendete Betrachtungsfeld abgesteckt werden. 
Man unterscheidet bei Koordinationsverbindungen allgemein zwischen thermodynamischer und 
kinetischer Stabilität. Die thermodynamische Stabilität wird dabei durch die 
Gleichgewichtskonstanten der Bildungs- oder Dissoziationsgleichgewichte ausgedrückt. 
Mm+ + L- [ML] (m-1)+ K =
[ML]
[M][L]  
Zur Bestimmung der Bruttostabilitätskonstante K einer Koordinationsverbindung [ML] ist es also 
notwendig, die Konzentration wenigstens einer der an den Komplexbildungsgleichgewichten 
beteiligten Spezies in Lösung in Abhängigkeit der Gesamtkonzentration an Liganden zu 
untersuchen [83]. Da für Rhenium und Technetium aber keine freien Kationen in Lösung 
nachgewiesen werden können, ist es nicht möglich thermodynamische Stabilitätskonstanten zu 
bestimmen, weshalb auch keine Aussagen über die thermodynamische Stabilität der 
Koordinationsverbindungen gemacht werden können. Betrachtet man die Reaktivität von 
Koordinationsverbindungen so spricht man von kinetischer Stabilität. Dabei existieren folgende 
Reaktionsgrundtypen am Komplex: 
1. Ligandensubstitution      → Austausch eines Liganden L durch einen Liganden D unter 
Beibehaltung der Oxidationsstufe 
2.Ligandenumwandlung     → Reaktion am Liganden ohne Veränderung der Koordinationssphäre 
3. Redoxreaktion                → Veränderung der Oxidationstufe und Ladung des Metall mit oder 
ohne Veränderung der Koordinationssphäre 
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Abb. 9: Reaktionstypen an Komplexverbindungen 
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird also ausschließlich die kinetische Stabilität von 
Technetiumkoordinationsverbindungen diskutiert, wobei die Ligandensubstitution am Metallcore im 
Mittelpunkt steht. Es ist bekannt, dass Redoxreaktionen wie z.B. die Rückoxidation zum 99mTcO4-oder 
die Reduktion zum 99m TcO2 bei den betrachteten Systemen ohne Bedeutung sind und somit nicht in 
die Stabilitätsbetrachtungen einfließen müssen. Weiterhin wurden die Liganden so gewählt, dass in 
vivo und in vitro auch Ligandenumwandlungen weitgehend ausgeschlossen werden konnten. 
Bei Betrachtung von Technetium-Koordinationsverbindungen stellt man fest, dass es sich hierbei um 
körperfremde Molekülstrukturen handelt, spezifische biochemische Reaktionen an der inneren 
Koordinationssphäre können ausgeschlossen werden. Allerdings sind bei Gemischtligandkomplexen 
des Technetiums auch in vivo Ligandenaustauschreaktionen mit konkurrierenden Biomolekülen sehr 
wohl denkbar und von Bedeutung. In Anbetracht des enormen Konzentrationsüberschuss der 
Biomoleküle im Organismus gegenüber dem 99mTc-Komplex einer trägerarmen Präparation besteht für 
das Design rezeptorbindender Radiodiagnostika hier also die Forderung nach gegenüber 
Ligandensubstitution ausgesprochen inerten Tc-Chelaten. 
Zur Einschätzung der Stabilität neu entwickelter 99mTc-Chelate bedient man sich sogenannter 
Challengeversuche, d.h. man konfrontiert den zu untersuchenden 99mTc-Komplex mit 
verhältnismäßig hohen Konzentrationen eines in Frage kommenden Konkurrenzliganden [92]. In 
nuklearmedizinischen Publikationen werden heute standardmäßig Challengeexperimente mit Cystein 
als Stabilitätskriterium angegeben [84, 85, 88, 90]. Das ist damit zu begründen, dass die freie 
Thiolgruppe als bevorzugter Ligand für Tc hoher Oxidationstufen, auch in vivo in hohen 
Konzentrationen in Form von Glutathion, Cystein oder in Proteinen vorkommt und zu 
Umkomplexierungsprozessen führen kann [91]. 
In der vorliegenden Arbeit sollen ebenfalls Challengeversuche als Stabilitätskriterium durchgeführt 
werden, wobei besonders im Falle der 3+1 Gemischtligandkomplexe das Glutathion im Vordergrund 
stehen soll, da Glutathion die biologisch meist verfügbare Thiolverbindung darstellt (siehe Kap. 2.5). 
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Beispiele für stabile 99mTc(V)-Chelate 
 
Stabile Oxotechnetium (V)-Komplexe werden von einer Reihe vierzähniger Liganden gebildet, wobei 
die Art der Donoratome für die Stabilität in vivo als auch in vitro ausschlaggebend ist. So konnte z.B. 
nachgewiesen werden, dass Technetium (V) mit N2S2-Liganden wie z.B. Diaminodithiolen (DADT) 
sehr stabile neutrale Komplexe bildet, deren Derivate sich sowohl in vivo als auch in vitro inert 
gegenüber freien Thiolen verhalten [92, 93, 97]. So konnte beispielsweise für die Radiotracer 
[99mTc] TRODAT-1 und 99mTc-ECD nachgewiesen werden, dass sowohl in vivo als auch in vitro keine 
Veränderung der Koordinationssphäre am Metall auftritt [86, 94]. Ebenso stabile Komplexe mit 
Technetium(V) bilden Diamid Dithiol-Liganden (DADS) [87] und Monoamine Monoamid Dithiol- 
Liganden (MAMA) [96]. Augrund der Stabilität von Oxotechnetium (V)-Komplexen mit N2S2-
Liganden werden mit Linkern versehene Derivate dieser Liganden auch zur Markierung von Peptiden 
und Proteinen genutzt [95, 93]. Weiterhin konnte auch vom Oxotechnetium (V)-Komplex des N3S-
Liganden Mercaptoacetyltriglycin MAG3, welcher in der nuklearmedizinischen Diagnostik zur 
Nierenszintigraphie eingesetzt wird, gezeigt werden, dass dieser verhältnismäßig inert gegenüber 
Cystein ist und völlig unmetabolisiert über die Niere ausgeschieden wird [85, 98, 99]. In 
systematischen Challengexperimenten von Technetium(V)-markierten kurzen Peptiden gegenüber 
Cystein konnte kürzlich gezeigt werden, dass mindestens eine Thiolgruppe essentiell für die Stabilität 
von Oxotechnetium (V)-Komplexen mit tetradentaten Liganden ist. Tetradentate Triamide -Amine 
und Tetraamid-Liganden hingegen liefern gegenüber Cystein deutlich labilere Komplexe, ebenso wie 
solche, die anstelle von Thiolgruppen Thioethergruppen tragen [85, 90]. 
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Abb. 10: Oxotechnetium (V)-Komplexe mit tetradentaten Liganden 
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Beispiele für Ligandenumwandlungsreaktion an 99mTc-Komplexen in vivo 
 
Prominentestes Beispiel für eine Ligandenumwandlungsreaktion in vivo ist das bereits in der 
nuklearmedizinischen Routine als Hirnperfusionstracer eingesetzte 99mTc-L,L-ECD. Hierbei handelt es 
sich um einen lipophilen neutralen Komplex des Technetium(V) mit dem Liganden N,N`-1,2-
ethylendiyl-bis-L-Cystein-Diethylester, der im Hirn von Primaten und vom Menschen exzellente 
Aufnahme und Anreicherung („Trapping“) zeigt. Die Aufnahme des Radiotracers ins Hirn erfolgt 
durch Diffusion aufgrund seiner Lipophilie, wobei die Stereochemie ohne Einfluss ist. Im Hirn erfolgt 
dann die enzymatische Hydrolyse des 99mTc-L,L-ECD zum Monoester-Monosäure-Metaboliten, 
welcher aufgrund seiner ionischen Eigenschaften nicht über die Blut-Hirn-Schranke 
zurückdiffundieren kann und dadurch im Hirn “getrappet“ wird [94, 100, 101]. Obwohl die 
entsprechende Disäure nur in sehr geringem Maße gefunden wird, sind beide Estergruppen für die 
speziellen Eigenschaften des  99mTc-L,L-ECD essentiell [100]. Die enzymatische Esterhydrolyse ist 
stereospezifisch. Das entsprechende Derivat 99mTc-D,D-ECD wird nicht hydrolysiert und somit auch 
nicht im Gehirn angereichert, sondern sofort wieder ausgewaschen. Im allgemeinen findet man große 
Spezies- und Gewebeunterschiede hinsichtlich der enzymatischen Hydrolyse des 99mTc-L,L-ECD 
[102], so wird 99mTc-L,L-ECD z.B. in niederen Säugetieren (Maus) bereits im Blut so schnell 
hydrolysiert, dass keine Hirnaufnahme mehr möglich ist [105]. In systematischen Studien zur 
Esterhydrolyse an Oxotechnetium(V)-Gemischtligandkomplexen konnte gezeigt werden, dass die 
Ladung des Komplexes, die Zähnigkeit der Liganden und auch das Vorhandensein weiterer freier 
Carboxylgruppen dafür entscheidend sind, welche Estergruppen hydolysiert werden [103, 104] 
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Abb. 11: Hydrolyse von 99mTc-L,L-ECD 
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Eine weitere enzymatische Reaktion, die man sich gern für die Myocardszintigraphie oder zur 
Diagnostik der Vitalität von Lebergewebe mittels SPECT zunutze machen möchte, ist die β-Oxidation 
von Fettsäuren. Die bisher mit 99mTc unter Nutzung von Diaminodithiol-Liganden (DADT) 
markierten langkettigen Fettsäuren zeigten allerdings nur eine geringe Akkumulation im Herzen, 
weshalb man annimmt, dass es sich hier nicht um Substrate der β-Oxidation handelt [106, 107]. Der 
erste Nachweis der β-Oxidation in der Leber gelang in vivo als auch in vitro mit 99mTc markierten 
mittelkettigen Fettsäuren. Dazu wurde die Hexansäure über einen Monoamin-Monoamid-Dithiol-
Liganden (MAMA) mit 99mTc markiert. Der resultierende stabile, neutrale und leicht lipophile 
Komplex (MAMA-HA) zeigte im Tierexperiment (Ratte) eine hohe initiale Akkumulation in der 
Leber, gefolgt von der Exkretion der Radioaktivität in den Urin. Es wurde nachgewiesen, dass sowohl 
in vitro im Leberhomogenat als auch in vivo in der Ratte der Abbau der Hexansäure zur Butansäure 
(MAMA-BA) über β-Oxidation stattfindet und der Metabolit (MAMA-BA) dann über den Urin 
ausgeschieden wird (Abb. 12.). MAMA-BA hingegen zeigt keine Akkumulation in der Leber, sondern 
wird sofort über die Niere ausgeschieden. Die β-Oxidation der Butansäure zum Essigsäurederivat 
(MAMA-AA) hingegen scheint behindert, da MAMA-AA weder in vivo noch in vitro nachweisbar 
war [96]. 
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Abb. 12: β-Oxidation an MAMA-HA in der Leber 
 
Eine weiteres Beispiel für eine Ligandenumwandlung in vivo ist der kationische lipophile Komplex 
99mTc -EIBI (99mTc[(2-ethoxy-2-methylpropyl)isonitrile]6+ ). Hier werden die Ethoxygruppen des 
Isonitrilliganden in der Leber metabolisiert. Die entstehenden Hydroxylgruppen führen zu einer 
erhöhten Hydrophilie und zu einer schnellen Ausscheidung der entstandenen Metaboliten. Es ist 
anzunehmen, dass der analoge, in der Myokardszintigraphie eingesetzte Radiotracer 99mTc-MIBI 
(99mTc[(2-methoxy-2-methylpropyl)isonitrile]6+) prinzipiell einer ähnlichen Metabolisierung unterliegt, 
wenngleich die Methoxygruppe wesentlich langsamer hydrolysiert wird als die Ethoxygruppe, was 
dazu führt, das letzlich der unveränderte Radiotracer ausgeschieden wird. Für diese Annahme spricht 
auch die Tatsache, dass der Komplex 99mTc[tert-butylisonitril]6+  beispielsweise bei gleicher 
Myocardaffinität eine höhere Aufnahme in Lunge und Leber bei wesentlich langsamerer Clearance 
zeigt [108, 109, 199]. 
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Beispiele für Ligandensubstitution an 99mTc-Komplexen in vivo 
 
Eine interessante Diskussion existiert in diesem Zusammenhang seit ca. 12 Jahren in der Literatur über 
den Retentionsmechanismus von 99mTc-d,l-HMPAO, dem ersten nuklearmedizinisch angewandten 
99mTc-Hirnperfusionstracer [118]. Dabei wird angenommen, dass dem Retentionsmechanismus im 
Hirn die intrazelluläre Konversion des lipophilen 99mTc-d,l-HMPAO zu einem hydrophileren 
Metaboliten zugrunde liegt, der nicht mehr in der Lage ist, die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden. Es 
gibt eine Reihe Publikationen, welche die Hypothese unterstützen, dass Glutathion (GSH) an dieser 
Umsetzung beteiligt ist. So wurde beispielsweise gezeigt, dass zwar beide Stereoisomere 99mTc-d,l-
HMPAO und 99mTc-meso-HMPAO ins Hirn aufgenommen werden, aber nur das 99mTc-d,l-HMPAO 
im Hirn angereichert wird, während das 99mTc-meso-HMPAO wieder ausgewaschen wird. Zugleich 
wurde beobachtet, dass in vitro, sowohl in Challengeexperimenten mit GSH als auch in 
Hirnhomogenaten, 99mTc-d,l-HMPAO wesentlich schneller mit GSH zu einem hydrophilen Metabolit 
reagiert als 99mTc-meso-HMPAO [112, 113, 114, 115]. Die Struktur dieses Metaboliten ist noch 
unbekannt. Es gibt aber auch eine Reihe Arbeiten, die zeigen, dass die Akkumulation von 99mTc-
HMPAO nicht immer mit dem GSH-Gehalt des Gewebes korreliert [111, 117], weshalb vermutet 
wird, dass der Redoxstatus der Zelle insgesamt für die Retention ausschlaggebend ist [116]. So wurde 
z.B. in vivo eine Korrelation zwischen der Akkumulation von 99mTc-HMPAO und dem Ausmaß der 
oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien im Cortex des Rattenhirns beschrieben [118]. 
Weiterhin gibt es Studien die belegen, dass in vitro der meiste Teil des 99mTc- HMPAO in den 
Mitochondrien akkumuliert wird und ein wesentlich geringerer Anteil im Cytosol, so dass vermutet 
wurde, dass auch andere, beispielsweise mitochondriale SH-Verbindungen, die eine höhere 
Reduktionskraft als cytosolisches GSH besitzen, für die Retention von 99mTc-d,l-HMPAO von 
Bedeutung sind [110, 123]. 
Weitere Arbeiten beschäftigen sich mit dem Einsatz von 99mTc-meso-HMPAO zur in vivo GSH-
Bestimmung, da hier aufgrund der langsameren Umwandlung mit GSH die Retention nicht mehr vom 
Blutfluss, sondern allein vom GSH-Gehalt des Gewebe abhängen sollte [120, 121, 122]. 
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Abb. 13:  99mTc-d,l-HMPAO und 99mTc-meso-HMPAO 
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Weiterhin sind Ligandenaustauschreaktionen mit SH-Verbindungen für 99mTc-markierte monoklonale 
Antikörper von Bedeutung. Dies trifft insbesondere auf die durch Direktmarkierung gewonnenen 
99mTc-Antikörper zu, denn hierzu werden freie Thiolgruppen im Molekül zur Komplexierung des 
99mTechnetiums auf der Oxidationstufe +5 genutzt. Diese freien Thiolgruppen werden durch partielle 
Reduktion der im Molekül vorhandenen Disulfidbrücken mit 2-Mercaptoethanol oder Sn2+ erhalten. Es 
ist naheliegend, dass hier die im Organismus freien Thiolgruppen des GSH, des Cystein oder der 
Proteine Konkurrenzliganden darstellen. So konnten auch niedermolekulare Komplexe des 99mTc mit 
Cystein und Glutathion in der Galle und im Urin als Metaboliten 99mTc markierter monoklonaler 
Antikörper nachgewiesen werden [125, 126]. Aus diesem Grund sind auch 
Ligandenaustauschexperimente mit Cystein ein Stabilitätskriterium für 99mTc-markierte Antikörper 
[84]. Neben der direkten Markierung gibt es noch die Möglichkeit der indirekten Markierung, bei der 
das Technetium über bekannte spezifisch metallbindende Ligandsysteme (meist tetradentate Liganden, 
siehe Abb. 10) an das Protein gekoppelt wird. Diese Methode ist zwar synthetisch aufwendiger, aber 
wie bereits im Cysteinchallenge gezeigt werden konnte, sind die auf diese Weise mit  99mTc markierten 
Antikörper stabiler gegenüber freien Thiolen, da hier die Stabilität durch die tetradentate Chelateinheit 
bestimmt wird [124]. 
 
2.5 Freie Thiole im biologischen System 
 
Weil, wie bereits erwähnt, freie Thiole als Konkurrenzliganden für Technetium auf der 
Oxidationsstufe +5 eine besondere Rolle spielen, soll im folgenden näher auf die im biologischen 
System vorkommenden Thiolverbindungen eingegangen werden. Dabei ist das Tripeptid Glutathion 
die biologisch meist verfügbare SH-Verbindung. Freies reduziertes Glutathion (GSH) kommt in fast 
allen Säugerzellen vor und erreicht dabei intrazelluläre Konzentrationen von 0,5 bis 12 mM (z.B. 
Erythrozyt 2 mM, Leber 7 mM, Gehirn 2,3 mM, Lunge 1,6 mM) [115]. In interstitiellen Flüssigkeiten 
hingegen tritt GSH in wesentlich geringeren Konzentrationen auf (Plasma und Galle 10 µM). 
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Abb. 14: Glutathion in seiner reduzierten und seiner oxidierten Form 
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Insgesamt treten über 99,5 % des gesamten Glutathion im Gewebe in der reduzierten Form (GSH) auf 
und nur ein Bruchteil als Glutathiondisulfid (GSSG) [131]. Dabei spielt Glutathion als Speicher- und 
Transportform für die cytotoxisch wirkende Aminosäure Cystein, als Cofaktor für Enzyme, als 
intrazellulärer Oxidationschutz [127] und bei der Biotransformation [81,129] eine Rolle. Eine der 
wichtigsten Eigenschaften des Glutathions ist die Reduktion der im aeroben Stoffwechsel gebildeten 
Peroxide, katalysiert durch die Glutathionperoxidase. Diese Reaktion hat eine zentrale Bedeutung für 
den Schutz der Zelle gegen oxidativen Stress. 
Die Regeneration des GSH erfolgt dann durch das Enzym Glutathionreduktase: 
 
2GSH + ROOH → GSSG + ROH + H2O       (Glutathionperoxidase) 
GSSG + NADPH + H+ → 2 GSH + NADP+      (Glutathionreduktase) 
 
Aber auch die direkte Reaktion des GSH mit freien Radikalen wie O2-, OH, RO und ROO hat 
Schutzcharakter. Das dabei entstehende Thiylradikal reagiert zum Glutathiondisulfid weiter. 
 
X + GSH → XH + GS 
 
Eine zentrale Bedeutung für die Metabolisierung und Exkretion von Fremdstoffen hat die Glutathion-
S-Konjugation [81, 129]. Dabei reagiert die nukleophile SH-Gruppe des GSH mit elektrophilen 
Substraten unter Bildung eines Thioether. Diese Reaktion wird durch die große Gruppe der 
Glutathion-S-Transferasen katalysiert und findet im wesentlichen in der Leber statt. Das Konjugat 
wird dann entweder über die Leber ausgeschieden oder durch die Enzymaktivitäten der Glutathionase 
(Abspaltung der Glutaminsäure) und Peptidase (Abspaltung des Glycins) zum Cysteinderivat weiter 
hydrolysiert, welches dann durch Acetylierung zur Mercaptursäure weiterreagiert, die dann über den 
Urin ausgeschieden wird. 
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Abb. 15: Konjugation mit Glutathion und Folgereaktionen 
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Wie bereits erwähnt dient GSH im Organismus als Transport und Speicherform des Cysteins. Da 
dieses cytotoxisch ist, muss der Cysteingehalt im Plasma auf einem sehr geringen, aber konstanten 
Niveau gehalten werden. Die Cytotoxizität des Cysteins beruht dabei auf der Bildung von 
Hemithioketalen mit α-Ketosäuren und Hemithioacetalen mit Aldehyden. So reagiert Cystein z.B. mit 
Pyridoxal-5-phosphat unter Bildung eines Hemithioacetals, was wiederum zur Hemmung von 
Pyridoxal-5-phosphat-abhängigen Enzymen führt. Die Reaktivität der SH-Gruppe des GSH gegenüber 
dieser Reaktion ist wesentlich geringer, wodurch die wesentlich höheren intrazellulären 
Konzentrationen möglich sind. Die Bereitstellung des Cystein erfolgt durch Hydrolyse des GSH im 
Plasma [130, 128]. Die GSH-Synthese wiederum erfolgt in allen eukaryotischen Zellen. 
Zugleich ist GSH am Aminosäuretransport beteiligt. Die membranständige γ -Glutamyl-Transpeptidase 
katalysiert dabei an der extrazellulären Seite den Transfer einer γ -Glutamylgruppe vom Glutathion zur 
α-Aminogruppe einer Akzeptoraminosäure. Dabei wird das Dipeptid Cys-Gly freigesetzt, welches 
durch die Dipeptidase zu Cystein und Glycin gespalten wird. Die γ -Glutamylaminosäuren werden 
dann von den Zellen anderer Organe aufgenommen und zu 5-Oxoprolin zyklisiert, wobei die 
transportierte Aminosäure freigesetzt wird. Das Oxoprolin wird mittels 5-Oxoprolinase zum Glutamat 
regeneriert, das dann wieder in die GSH-Synthese einfließt. 
Diese Reaktionen ergeben den γ -Glutamylzyklus [132, 133]. 
 
 
 
Aminosäure
Glutamat
γ-Glu-Cys
Cys
γ-Glutamyl-cystein-Synthetase
γ-Glu-Cys-Gly
Glutathion
Gly
Cys-Gly
Glutathion-Synthetase
Aminosäure
γ-Glutamyl-Transpeptidase
γ-Glu -Aminosäure
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Abb. 16: γ -Glutamylzyklus 
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Die SH- Gruppen von Cysteinylresten spielen natürlich auch eine entscheidende Rolle als Bestandteil 
von Proteinen. Dabei bilden die meisten SH-Gruppen Disulfidbrücken miteinander aus, welche für die 
Ausbildung der speziellen Sekundär-, Tertiär,- und Quartiärstruktur eines Proteins essentiell sind. 
Es gibt aber auch SH-Gruppen im Protein die keine Disulfidbrücken ausbilden und somit für die 
Konformation des Proteins ohne Bedeutung sind, oft aber eine andere Funktion erfüllen. So sind 
beispielsweise Metallothioneine besonders Cystein haltige Proteine, die der Entgiftung von 
Schwermetallen durch Komplexierung über die SH-Gruppe des Cystein dienen. Im humanen 
Serumalbumin (HSA) ebenso wie im Ratten-Serumalbumin (RSA) existieren insgesamt 35 
Cysteinreste von denen 34 Disufidbrücken ausbilden und nur eine (Cys34) reduziert bleibt [152, 153, 
156, 157]. Von dieser SH-Gruppe ist bekannt, dass sie an der Moleküloberfläche liegen muss und sehr 
hohe Reaktivität bezüglich Disulfid-Thiol-Austauschreaktionen mit Disulfiden zeigt, was z.B. zur 
kovalenten Bindung einer Reihe von SH-Gruppen haltigen Arzneimitteln führt [134, 135, 136]. 
Analoges gilt für die freie SH-Gruppe des Hämoglobin, welche sich beim Menschen an Position 93 
auf der β-Untereinheit befindet. Das bedeutet, dass pro Hämoglobintetramer zwei freie SH-Gruppen 
existieren. Bei der Ratte existieren zusätzlich zu dieser konservierten Gruppe noch weitere freie SH-
Gruppen, und zwar auf der β-Untereinheit an Position 125 und auf der α- Untereinheit an Position 13 
(siehe 3.2.2.7) [137]. 
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Hauptteil 
 
3 3+1 Gemischtligandkomplexe 
 
Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht das In-vivo-Stabilitätsverhalten und die 
Metabolisierbarkeit von 3+1 Gemischtligandkomplexen des 99mTc folgender Struktur: 
 
S
SE
O
S R
E = S, NMe
99mTc
 
 
Wie in der Vorbetrachtung ausführlich erläutert, sind eine Reihe Rhenium und 99Tc-Verbindungen 
dieser Komplexklasse vollständig chemisch charakterisiert, stabil in Lösung und als Feststoff 
isolierbar. In der vorliegenden Arbeit ist das In-vivo und In-vitro-Reaktionsverhalten von 99mTc-
Chelaten dieser Verbindungsklasse gegenüber Verbindungen mit freien SH-Gruppen, insbesondere 
gegenüber Glutathion, von besonderem Interesse. Dabei wurde auch untersucht, inwieweit 
Modifikationen am tridentaten Liganden (E) und am monodentaten Liganden (R) auf das 
Stabilitätsverhalten der 3+1 Gemischtligandkomplexen des 99mTc Einfluss haben. 
 
 
3.1 3+1 Gemischtligandkomplexe des Re(V) 
 
Da die koordinationschemischen Eigenschaften des Rhenium denen des Technetium sehr ähnlich sind, 
d. h. beide Metalle mit gleichen Liganden Komplexe identischer Struktur bilden, ist es allgemein 
üblich, Rheniumverbindungen zur Strukturaufklärung sowie als Referenzverbindungen zur 
Identifizierung der analogen 99mTc-Komplexe in chromatographischen Verfahren (DC, HPLC) 
einzusetzen. Deshalb war es naheliegend, erste orientierende Untersuchungen zum Reaktionsverhalten 
von 3+1 Gemischtligandkomplexen gegenüber Glutathion mit den entsprechenden 
Rheniumverbindungen durchzuführen, welche später auch als Referenzverbindungen für die analogen 
99mTc-Komplexe dienten. Dazu wurden Rheniumkomplexe mit 3-Thiapentan-1,5-dithiol (SSS), 
3-Oxapentan-1,5-dithiol (SOS) und mit 3-(Methyl)azapentan-1,5-dithiol (SNMeS) als tridentate 
Liganden und variierenden monodentaten Mercaptid-Liganden hergestellt (Tabelle 1). Sowohl 
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Synthese als auch Struktur der 3+1 Oxorhenium(V)-Gemischtligandkomplexe sind bereits an anderer 
Stelle umfassend beschrieben [41, 42] und sollen deshalb hier nicht weiter abgehandelt werden. 
 
Tabelle 1:    Untersuchte 3+1 Gemischtligandkomplexe des Rhenium (V) 
E = S (SSS) E = NMe (SNMe) E = O (SOS) 
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3.1.1 GSH- Challenge von  3+1 Gemischtligandkomplexen des Re(V) 
 
Um zu überprüfen, ob prinzipiell eine Reaktion von 3+1 Gemischtligandkomplexen des Rhenium (V) 
mit Glutathion stattfindet, wurden Challengeversuche durchgeführt. Zu diesem Zwecke wurde zu einer 
1 mM Lösung des entsprechenden 3+1 Rheniumkomplexes in Acetonitril/Phoshatpuffer pH= 7,4 (1:1) 
ein zehnfacher Überschuss an GSH zugegeben. Die Reaktion wurde mittels HPLC mit UV-Detektion 
bei 254 nm verfolgt. 
Unter den gewählten HPLC-Bedingungen (PRP-3, linearer Gradient (t[min]/%B): (5/0), (5/70), 
(10/70) mit  A = Sörensen-Phosphatpuffer 10 mM pH=7,4, B = Acetonitril) wurden die 
Ausgangskomplexe zwischen 7,5 min und 10 min eluiert. Dabei konnte festgestellt werden, dass alle 
untersuchten Komplexe mit GSH zu einem wesentlich hydrophileren Reaktionsprodukt umgewandelt 
werden, welches unabhängig vom Ausgangskomplex stets bei dem gleichen Rt-Wert von ca. 5 min 
eluiert wurde (Abb.17). Auffällig ist dabei auch, dass dieses Reaktionsprodukt für alle Komplexe mit 
identischen tridentaten Liganden ein identisches UV-Spektrum aufweist. Weiterhin stellt man fest, 
dass sich die UV-Spektren des Ausgangskomplexes und des Reaktionsproduktes besonders im Falle 
der Liganden 2, 3 und 4 sehr ähnlich sind (Abb.18). Das legt die Vermutung nahe, dass bei der 
Umwandlung mit Glutathion die Koordinationssphäre am Rhenium erhalten bleibt und nur der 
monodentate Ligand gegen Glutathion ausgetauscht wird. 
 
A 
0 2 4 6 8 10 12 14
t (min)
B 
0 2 4 6 8 10
t (min)
 
Abb. 17: HPLC- Chromatogramm des Komplexes Re4b (PRP-3, UV-Detektion 254 nm ) 
A.)  Ausgangskomplex  Re4b (1 mmol) in Acetonitril/Phosphatpuffer pH = 7,4 (50/50) 
B.)  Komplex Re4b (1 mmol) nach 3 min Inkubation mit GSH 10 mmol in Acetonitril/Phosphatpuffer 
pH = 7,4 (50/50) 37°C 
 
Weiterhin wurde beobachtet, dass die Umwandlung der Komplexe sehr unterschiedlich hinsichtlich 
ihrer Geschwindigkeit aber auch hinsichtlich ihrer Vollständigkeit ablaufen kann. Hierbei spielt 
sowohl der tridentate Ligand als auch der monodentate Ligand eine Rolle. Auffallend ist hierbei, dass 
Komplex 
Re4b 
Komplex 
Re4b 
Challenge-
Produkt 
GSH 
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die Umwandlung der Komplexe Re3a, Re3b, Re4a, Re4b, Re1c sowie Re2c unter diesen 
Bedingungen innerhalb von 3-5 min ihren Endpunkt erreicht und dabei auch relativ vollständig 
verläuft, während die Umwandlung der Komplexe Re1a, Re1b, Re2a, Re2b erst nach 1-2 h ihren 
Endpunkt erlangt und unvollständig bleibt. 
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Abb. 18: UV/VIS-Spektren der 3+1 Gemischtligandkomplexe des Rhenium und deren Challengprodukte mit 
GSH in Acetonitril 
A.) des Typs [ReO(SSS)(RS)] 
B.) des Typs [ReO(SNMeS)(RS)] 
 
3.1.2 Identifizierung und Charakterisierung des Challengeproduktes 
 
 
Es liegt nahe, dass es bei Reaktion von GSH mit 3+1 Gemischtligandkomplexen des Rhenium zum 
Austausch des monodentaten Liganden gegen Glutathion kommt und der entsprechende 3+1Komplex 
mit GSH als monodentatem Ligand entsteht. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden die 
Komplexe [ReO(SSS)(GS)]und [ReO(SNMeS)(GS)] synthetisiert und mit dem Reaktionsprodukt 
verglichen, das nach vollständigem Umsatz der Verbindung Re3a bzw. Re4b mit GSH entsteht. Das 
Reaktionsprodukt von Re3a mit GSH wurde isoliert und chemisch charakterisiert. Auf die Isolierung 
des aus der Verbindung Re4b entstehenden Komplexes [ReO(SNMeS)(GS)] hingegen wurde 
verzichtet, hier genügte ein Vergleich der entsprechenden Retentions- bzw. Migrationszeiten der 
HPLC bzw. HPCE sowie ein Vergleich der UV-Spektren mit der synthetisch erzeugten 
Referenzverbindung als Identitätsnachweis. Aus den in Tabelle 2 dargestellten chemischen Daten wird 
ersichtlich, dass die postulierten 3+1 Rheniumkomplexe mit Glutathion als monodentatem Liganden 
für beide Komplextypen durch Synthese nach Standardprozeduren erhalten werden können. Die 
chemischen Eigenschaften der synthetisierten Komplexe sind dabei identisch mit denen der 
Reaktionsprodukte, die man durch Umsatz der 3+1 Komplexe [ReO(SES)(SR)] mit Glutathion erhält. 
Besonders deutlich wird dies durch deckungsgleiche UV-, IR-, und NMR-Spektren des 
Syntheseproduktes (A) und des Challengeproduktes (B). Weiterhin wurde die Identität der synthetisch 
hergestellten Referenzverbindungen (A, B) mittels Massenspektroskopie nachgewiesen. 
A B
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Tabelle 2:Chemische Daten der Komplexe [ReO(SSS)(GS)] und [ReO(SNMeS)(GS)] 
[Re(SSS)(GS)] Synthese (A) Re(SSS)(GS) Challenge (B) Re(SNMeS)(GS) Synthese (C) 
HPLC:              Rt = 4.67 min Rt = 4.61 min Rt = 4.58 min 
HPCE:              mt  = 11.9 min mt = 12.3 min mt =12.3 min 
UV/VIS-Spektrum: 
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MS (FAB+): 
659(48), 660(5), 661(100)M+1, 
662(10),663(11) 
 
------------- 
 
679(46),680(13),681(100) M+Na, 
682(27),683(15) 
Elementaranalyse 
gefunden: 
C,23.9 H,3.8 N,5.8 S,16.9 
C14H24O7ReS4N3x2H2O erfordert: 
C,24.1 H,3.9 N,6.0 S,18.4 
 
gefunden: 
C,23.9 H,3.5 N,4.5 S,13.7 
C14H24O7ReS4N3x2TFA erfordert 
C,24.3 H,2.95 N,4.7 S,14.4 
 
gefunden: 
C,26.4 H,4.5 N,7.6 S,13.2 
C15H27O7ReS3N4x2H2O erfordert: 
C,26.0 H,4.36 N,8.0 S,13.8 
rotes Pulver rotes Pulver grünes Pulver 
IR: νmax [cm-1] (KBr): 
958.2(Re=O), 1522.4 (CO-NH), 
1646.9 (CO-NH), 1724.4(COOH), 
3290.6(NH), 3388 (OH) 
νmax [cm-1] (KBr): 
961.6(Re=O), 1529.8 (CO-NH), 
1648.6 (CO-NH), 1724.4(COOH), 
3284.8NH), 3390 (OH) 
νmax [cm-1] (KBr): 
952.4(Re=O), 1526.9 (CO-NH), 
1650 (CO-NH), 1729.2(COOH), 
3247.4(NH), 3391.7 (OH) 
1H-NMR in DMSO-D6  [δ] 
Signale des tridentaten Liganden 
2.25(2H), 3.02(2H),4.05(2H), 
4.29(2H) 
Signale des monodentaten Liganden 
1.80/1.89 (2H),  2.31(2H)           
3.68(4H), 4.54(1H) 8.34(1H), 
8,59(1H) 
 
Signale des tridentaten Liganden 
2.23(2H), 3.02(2H),4.04(2H), 
4.29(2H) 
Signale des monodentaten Liganden 
1.95 (2H),  2.32(2H),          
3.73(4H), 4.59(1H) 8.34(2H), 
 
Signale des tridentaten Liganden 
2.59(2H), 3.53(2H),3.18(xH), 
3.24(CH3) 
Signale des monodentaten Liganden 
1.82,1.90 (2H),  2.29(2H),          
3.67(4H), 4.51(1H) 8.31(1H), 
8.46(1H) 
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Kleine Unstimmigkeiten traten in den Elementaranalysen auf, die sich ausgleichen, wenn man die 
Summenformel der Komplexe mit 2xH2O bzw. 1x Trifluoressigsäure (TFA) berechnet. Das Wasser 
bei (A) und (C) ist durch die außerordentlich gute Wasserlöslichkeit der Komplexe begründet, so dass 
es nicht möglich war, die Komplexe in rein organischem Lösungsmittel ohne Zusatz von Wasser zu 
lösen. Die in der Elementaranalyse für B berechnete Trifluoressigsäure resultiert aus der HPLC-
Reinigung des Komplexes, wo dem Elutionsmittel TFA zugesetzt wurde (siehe Experimenteller Teil). 
Das in der Elementaranalyse berechnete Wasser konnte mit 1H NMR nachgewiesen werden und das 
Vorhandensein der Trifluoressigsäure in Probe B wurde mittels 13C und 19F-NMR bewiesen. 
 
Es konnte eindeutig belegt werden, dass 3+1 Gemischtligandkomplexe des Re(V) mit Glutathion unter 
Substitution des monodentaten Liganden reagieren können, wobei die Koordinationssphäre am Metall 
erhalten bleibt (Abb. 19). Hinweise auf eine Weiterreaktion, z.B. unter Elimination des tridentaten 
Liganden, wurden auch bei höheren GSH-Konzentrationen nicht gefunden. Die entstandenen 3+1 
Gemischtligandkomplexe des Re(V) mit Glutathion als monodentatem Liganden sind in Lösung stabil. 
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Abb. 19: Reaktion von 3+1 Gemischtligandkomplexen des Re(V) mit Glutathion 
 
Unabhängig von unserer Arbeitsgruppe wurde die Ligandaustauschreaktion des monodentaten 
Liganden gegen Glutathion auch von anderen Autoren anhand eines verwandten 3+1 
Gemischtligandkomplexes des Rhenium mit SR = Methoxythiophenol und E = N-CH2-CH2-N(C2H5)2 
nachgewiesen [186, 185]. Auch hier wurde der entsprechende 3+1 Komplex mit Glutathion als 
monodentatem Liganden vollständig chemisch charakterisiert. 
Man muss davon ausgehen, dass auch in vivo die Reaktion von 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen 
mit GSH oder anderen Thiolen durchaus eine Rolle spielen könnte und der entsprechende 
3+1 Gemischtligandkomplex mit GSH als monodentatem Liganden entstehen kann. Für die spätere 
Diskussion von Bioverteilung, Metabolismus und Clearanceverhalten der 3+1 99mTc-
Gemischtligandkomplexe ist besonders die Ladung dieses Metaboliten von Interesse. 
Deshalb wurden zur Beurteilung von Ladung und Stabilität der Verbindungen ([ReO(SSS)(GS)] und 
[ReO(SNMeS)(GS)]) in Abhängigkeit vom pH-Wert kapillarelektrophoretische Mobilitätsmessungen 
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über den pH-Bereich von 1-13 durchgeführt. Dazu wurde die von R. Jankowsky [138, 139] genutzte 
Methode der Kapillarzonenelektrophorese angewandt, bei der zur wässrigen Analytlösung Aceton als 
Neutralmarker und das Tetraphenylarsoniumkation ([As(C6H5]4]+) als pH-unabhängiges Kation 
zugegeben wird. Die relative elektrophoretische Mobilität beim jeweiligen pH-Wert kann dann aus 
dem Abstand des Analyten zum Neutralmarker relativ zum Abstand des Kations zum Neutralmarker 
berechnet werden. 
Die elektrophoretische Mobilität eines Analyten µe hängt dabei in folgender Weise von dessen Ladung 
und Größe ab. 
µe = q / 6πηr 
q = Ladung des Moleküls 
r = Radius des Moleküls 
η = Viskosität der Lösung 
 
Für beide Komplexe erhält man die in Abb. 20 dargestellte Mobilitäts-pH-Kurve. 
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Abb. 20: Kapillarelektrophoretisch bestimmte Mobilitäts-pH-Kurven der Komplexe [ReO(SSS)(GS)] und  
[ReO(SNS)(GSH)] 
 
Da bei beiden Komplexen über den gesamten pH-Bereich keine Veränderungen im UV-Spektrum 
festgestellt wurden, können pH-abhängige Veränderungen am Metallzentrum und somit wesentliche 
Veränderungen der Molekülgröße ausgeschlossen werden. Das bedeutet, dass die untersuchten 
3+1 Gemischtligandkomplexe des Re(V) mit GSH als monodentaten Liganden über den gesamten pH-
Bereich stabil sind. Die pH-abhängigen Veränderungen der elektrophoretischen Mobilität sind also 
ausschließlich auf Ladungsänderungen des Moleküls infolge von Protonierungsgleichgewichten 
zurückzuführen. Die Komplexe [ReO(SES)(GS)] weisen dabei am Glutathionrest drei protonierbare 
Gruppen auf; zwei freie Carboxylgruppen und eine freie Aminogruppe (Abb. 20). Im stark sauren 
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Bereich (pH = 0-1,5) liegen diese drei Gruppen alle protoniert vor, woraus, wie auch 
kapillarelektrophoretisch nachgewiesen, eine kationische Nettoladung der Komplexe resultiert. Bei 
pH-Erhöhung erfolgt dann die Deprotonierung der beiden Carboxylgruppen, woraus sich eine negative 
Nettoladung der Komplexe im pH-Bereich von 5-8 ergibt. Dabei sind die pKa-Werte beider 
Carboxylgruppen sicherlich unterschiedlich, konnten aber unter den gewählten Bedingungen nicht 
unterschieden werden. In jedem Falle sind die untersuchten Komplexe und somit auch die in vivo zu 
erwartenden Metaboliten im physiologischen pH-Bereich negativ geladen. Im pH-Bereich von 8-10 
erfolgt dann eine zweite Änderung der elektrophoretischen Mobilität, die der Deprotonierung der 
Aminogruppe zugeordnet werden kann, wodurch das Molekül im stark basischen pH-Bereich dann 
zweifach negativ geladen ist. Der Schluss auf die Deprotonierung der beiden Carboxylgruppen im pH-
Bereich von 1,5 bis 4 und der Aminogruppe im pH-Bereich von 8 bis 10 resultiert aus der Tatsache, 
dass der Betrag der Mobilitätsänderung im pH-Bereich von 1,5 bis 4 doppelt so groß ist (1,6) wie die 
im pH-Bereich 8-10 festgestellte Mobilitätsänderung (0,8), was bedeutet, dass auch die 
Ladungsänderung und somit die Zahl der protonierten Gruppen in diesem pH-Bereich doppelt so groß 
sein muss. Somit konnte die Struktur der 3+1 Gemischtligandkomplexe mit GSH als monodentaten 
Liganden auch anhand der Mobilitäts-pH-Kurven bestätigt werden. 
 
 
3.2 3+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc(V) 
 
 
Hinsichtlich einer möglichen praktischen Anwendung des 3+1 Konzeptes in der Nuklearmedizin ist es 
nun sinnvoll, die mit Rheniumkomplexen gewonnenen Erkenntnisse zur Stabilität der 3+1 
Gemischtligandkomplexe gegenüber konkurrierenden Thiolverbindungen auf das Nuklid 99mTc zu 
übertragen. Es ist bekannt, dass sich Ligandenaustauchreaktionen an Rhenium- und 
Technetiumkomplexen deutlich in ihrer Reaktionskinetik unterscheiden können [20], andererseits aber 
liegen die zu untersuchenden 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe im nanomolaren Bereich vor, 
wodurch alle in vivo vorkommenden Konkurrenzliganden im immensen Überschuss auftreten. 
Zur Beurteilung der Stabilität und Metabolisierbarkeit der 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe 
wurden deshalb die in Tabelle 3 dargestellten Komplexe im Challengeexperiment mit GSH sowie im 
biologischen System umfassend charakterisiert. 
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Tabelle 3: Untersuchte 3+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc 
allgemeine Formel R-SH E=S E=N-Me 
 
HS OCH3
 
Tc1a Tc1b 
 
SH
 
Tc2a Tc2b 
 
CH3
N
CH3
HS
 
Tc3a Tc3b 
 
N OHS
 
Tc5a Tc 5b 
 
O
O
NSH
CH3
 
Tc6a Tc6b 
S
E S
Tc
O
S R
 SH
O NH
N
OCH3
OCH3  
Tc7a Tc7b 
 OH
HS OH  
------- Tc8b 
 
NHS
 
------- Tc9b 
(C2) 
 
NHS
 
------- Tc10b 
(C3) 
 
N
HS  
------ Tc11b 
(C4) 
 
NHS
 
------ Tc12b 
(C5) 
 
HS
O
N F
 
Tc13a Tc13b 
 
 Glutathion Tc14a Tc14b 
 
 
34
3.2.1 GSH- Challenge von  3+1 Gemischtligandkomplexen des 99mTc(V) 
 
 
Wie im Abschnitt 3.1 anhand von 3+1 Gemischtligandkomplexen des Re(V) gezeigt werden konnte, 
ist ein Austausch des monodentaten Liganden beispielsweise gegen Glutathion prinzipiell möglich und 
führt zum entsprechenden 3+1 Komplex mit GSH. Im folgenden sollte geprüft werden, inwieweit ein 
solcher Austausch (Abb. 21) auch für entsprechende 99mTc-Komplexe geht und welche strukturellen 
Parameter den Austausch des monodentaten Liganden gegen GSH begünstigen bzw. zur Stabilisierung 
der Komplexe führen.  
NH
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Abb. 21: Reaktion der 3+1 Gemischtligandkomplexen des 99mTc(V) mit GSH 
 
Angesichts des etwa 106-fachen molaren Überschuss von GSH gegenüber n.c.a. 99mTc-Komplexen ist 
für alle Komplextypen eine schnelle, quantitative Reaktion zum Challengeprodukt zu erwarten. Für 
die Challengeexperimente wurden die in der Tabelle 3 aufgeführten Komplexe präpariert (siehe 
Experimenteller Teil) und anschließend 1 MBq des gereinigten 99m Tc-Komplexes in einer Lösung von 
1 mmol bzw. 10 µmol GSH in 0,1 M Sörensen-Phosphatpuffer pH=7,4, 20% Propylenglycol, bei 37°C 
inkubiert. Die Reaktion wurde über HPLC mittels Radioaktivitätsdetektion verfolgt. 
3+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc setzen sich ausnahmslos mit Glutathion zu einem 
hydrophileren Reaktionsprodukt um, das bei den gegebenen HPLC-Bedingungen (PRP-3, linearer 
Gradient (t[min]/%B): (5/0), (5/70), (10/70) mit A=Sörensen-Phosphatpuffer 10 mM pH=7,4, B = 
Acetonitril) bei einem Rt-Wert von ca. 5 min eluiert wird. Dieser Rt-Wert stimmt somit mit dem für 
die Referenzverbindungen [ReO(SSS)(GS)] bzw. [ReO(SNMeS)(GS)] ermittelten Rt-Wert überein, 
was dafür spricht, dass auch bei den entsprechenden 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen ein 
Ligandenaustauch gegen Glutathion erfolgt, so dass der entsprechende 3+1 99mTc-Komplex mit GSH 
als monodentatem Liganden entsteht. Ein weiteres Argument für den einfachen Austausch des 
monodentaten Liganden ist die Reversibilität dieser Reaktion, da in diesem Falle der Technetiumcore 
weitgehend erhalten bleiben muss. Die Reversibilität des Austausches lässt schließen, dass es sich 
hierbei um eine Gleichgewichtsreaktion handelt, wie auch von Nock et al. bestätigt wurde (185). 
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Abb. 22: HPLC-Chromatogramme  der Versuche zur Reversibilität, (PRP-3, linearer Gradient (t[min]/%B): 
(5/0),   (5/70), (10/70) mit  A=Sörensen-Phosphatpuffer 10mM pH=7,4, B= Acetonitril) 
Radioaktivitätsdetektion 
A.) Ausgangskomplex Tc3a 
B.) Komplex Tc3a nach 120 min Inkubation in 10 µM GSH 
C.) Komplex Tc3a nach 120min Inkubation in 10 µM GSH und anschließender Zugabe von 0,5 mg    
Dimethylcysteamin 
D.) Ausgangskomlex Tc14a (aus Präparation) 
E.) Ausgangskomplex Tc14a nach 90min Inkubation mit 2 mM 2-Methylpropanthiol-(1) 
F.) Ausgangskomplex Tc2a 
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Dazu wurden folgende Versuche durchgeführt: zum einen wurde der Komplex Tc3a mit 10 µmol 
GSH umgesetzt (Abb. 22B) und anschließend durch Zugabe von Dimethylcysteamin wieder 
vollständig zurückerhalten (Abb. 22C). Weiterhin konnte der durch direkte Synthese erzeugte 
Komplex Tc14a (Abb. 22D) mit 2-Methylpropanthiol-(1) (2 mmol) in den Komplex Tc2a überführt 
werden (Abb. 22E). Der Identitätsnachweis der Komplexe in diesen Versuchen wurde durch Vergleich 
der Rt-Werte mit Rheniumreferenzverbindungen unter den angegebenen HPLC-Bedingungen 
(Abb. 22A/F) geführt. Die dabei in Abb. 22 auftretenden Differenzen der Rt-Werte des Komplexes 
Tc14a in den Bildern A,B,C verglichen mit dem Bildern D und E resultieren daraus, dass die 
Versuchsreihen an unterschiedlichen Versuchstagen aufgenommen wurden und zwischendurch die 
HPLC-Säule gewechselt bzw. regeneriert wurde. An der Identität der Komplexe gibt es dennoch 
keinen Zweifel, da diese selbstverständlich durch Vergleich der Rt-Werte mit den entsprechenden 
Rheniumreferenzverbindung bestätigt wurde, welche sich durch den Säulenwechsel gleichermaßen 
verschoben. 
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3.2.1.1  Einfluss des tridentaten Liganden 
 
Beim Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten von 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen mit GSH 
im Challengeexperiment fällt auf, dass der tridentate Ligand einen entscheidenden Einfluss auf die 
Komplexstabilität hinsichtlich der Substitution des monodentaten Liganden ausübt. Unabhängig von 
der Struktur des monodentaten Liganden reagieren alle Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] 
wesentlich langsamer mit GSH als die des Typs [TcO(SSS)(SR)]. Während man z.B. bei Komplexen 
des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] nach Inkubation mit 1 mmol GSH nach 2 h noch zwischen 20% und 
70% Ausgangskomplex findet, sind die meisten Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] unter diesen 
Bedingungen bereits nach 2-5 min vollständig umgesetzt. Um die Komplexe des Typs 
[TcO(SNMeS)(SR)] hinsichtlich ihrer monodentaten Liganden untereinander vergleichen zu können 
wurde deshalb eine GSH-Konzentration von 1 mM GSH verwandt, während bei den Komplexen 
[TcO(SSS)(SR)] eine Konzentration von 10 µM GSH eingesetzt wurde. 
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Abb. 23: Reaktion der Komplexe Tc1a, Tc1b, Tc2a und Tc2b im Challengeexperiment mit 1 mM GSH 
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3.2.1.2 Einfluss des monodentaten Liganden 
 
Der Vergleich von 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen mit konstantem tridentaten Liganden und 
variierenden monodentaten Liganden im Challengeexperiment mit GSH zeigt, dass auch der 
monodentate Ligand Einfluss auf die Geschwindigkeit des Ligandenaustausches ausübt. Für beide 
Komplextypen ([TcO(SNMeS)(SR)] und [TcO(SSS)(SR)]) stellt man folgenden Gang der Stabilität in 
Abhängigkeit vom monodentaten Liganden fest. 
 
Tc8b > Tc2a/b  > Tc1a/b  > Tc7a/b > Tc6a/b ≥ Tc5a/b  >Tc3a/b 
 
Dabei ist auffällig, dass bei Komplexen mit einem Stickstoffatom in der Seitenkette des monodentaten 
Liganden, wie auch schon bei den analogen Rheniumkomplexen, der Austausch des monodentaten 
Liganden gegen Glutathion wesentlich schneller vonstatten geht als bei denen mit einfachen 
aliphatischen oder aromatischen Resten im monodentaten Liganden (Komplexe Tc1a/1b, Tc2a/2b 
und Tc8b). Mit Abstand am schnellsten erfolgt der Ligandenaustausch bei den Komplexen mit 
Dimethylcysteamin als monodentatem Liganden (Tc3a/b). 
Die Zeitkurven des Reaktionsumsatzes erhält man durch Integration der HPLC-Chromatogramme zu 
den verschiedenen Inkubationszeitpunkten. Dabei wird die insgesamt auf die HPLC aufgegebene 
Radioaktivität 100 % gesetzt und der Anteil des noch vorhandenen Ausgangskomplexes an der 
Gesamtaktivität bestimmt. Der Anteil des [TcO(SES)(GS)] Komplexes beträgt demnach 
100%- Ausgangskomplex %. Die erhaltenen Zeitkurven können alle mit einer Exponentialfunktion 
erster Ordnung beschrieben werden (I), die sich wie folgt herleiten lässt. 
 
A(t) = y0 + A0•e-t/k1  (I) 
 
Beim Austausch des monodentaten Liganden von 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen gegen GSH 
handelt es sich um eine Gleichgewichtsreaktion, wie anhand der Reversibilität der Reaktion gezeigt 
werden konnte. 
 
Reaktion:         [TcO(SES)(SR)] + GSH                     [TcO(SES)(GS)] + RSH 
 
Da die 99mTc-Komplexe für Challengeexperimente vom überschüssigen Liganden (RSH) gereinigt 
werden und das eingesetzte GSH in erheblichem Überschuss vorliegt, kann man davon ausgehen, dass 
das Gleichgewicht der Reaktion vollständig auf der Seite des Reaktionsproduktes [TcO(SES)(GS)] 
liegt. Das bedeutet, dass die erhaltenen Zeitkurven ein Ausdruck für die Hinreaktion der 
Gleichgewichtsreaktion sind, wofür sich folgendes Zeitgesetz herleiten würde: 
 
d[[TcO(SES)(SR)]]/dt = - k• [[TcO(SES)(SR)]] • [GSH]             (II) 
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Da der 99mTc-Komplex trägerfrei im nanomolaren Konzentrationsbereich vorliegt, während das GSH 
im millimolaren bzw. micromolaren Bereich vorliegt, kann die Abnahme des GSH im 
Reaktionsverlauf vernachlässigt werden. 
GSH = konst (III) 
Vereinbarung:         k1= 1/ k•GSH (IV) 
 
Es ergibt sich also eine Geschwindigkeitsgleichung pseudo-erster-Ordnung 
 
d[[TcO(SES)(SR)]]/dt =  - 1/k1• [[TcO(SES)(SR)]]  (V) 
 
Man erhält nach Integration: 
A(t) =[TcO(SES)(SR)] = [TcO(SES)(SR)]0 • e –t/k1 
A(t) = A0•e-t/k1  (VI) 
 
Dabei entspricht [TcO(SES)(SR)]0 = A0 der Konzentration des Ausgangskomplexes zum 
Inkubationszeitpunkt t = 0 und beträgt für alle untersuchten Komplexe 100%. 
Die Daten des Challengeexperiments der Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] mit 1 mM GSH 
lassen sich gut durch Gleichung VI beschreiben. Hier ist der Wert k1[min] ein direktes Maß für die 
Reaktionsgeschwindigkeit der Komplexe mit GSH. 
 
A(t) = A0•e-t/k1  (A0 = 100 %) 
 k1[min] 
Tc1b 124,4 ± 4,6 
Tc2b 138,9 ± 5,4 
Tc3b 7,2 ± 0,5 
Tc5b 53,4 ± 3,22 
Tc6b 38,4 ± 2,2 
Tc7b 83,1 ± 11,3 
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Abb. 24:  Zeitverlauf des Umsatzes der Komplexe des Types [TcO(SNMeS)(SR)] im Challengeversuch mit 
1 mM GSH 
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Beim Challengeexperiment der Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] mit 10 µM GSH hingegen laufen 
die Zeitkurven in ein Plateau. Deshalb wurden die Zeitkurven für diesen Komplextyp nicht mit 
Gleichung VI, sondern mit Gleichung I angepasst, wobei y0 den Teil des unumgesetzten 
Ausgangskomplexes [TcO(SSS)(SR)] bei Erreichen des Plateaus widerspiegelt und A0 demzufolge 
nicht mehr 100% betragen kann. Für dieses Verhalten sind zwei Erklärungen möglich. Man kann sich 
einerseits vorstellen, dass das Erreichen des Gleichgewichts Ursache für den unvollständigen Umsatz 
ist. Das ist recht unwahrscheinlich, da selbst bei Konzentrationen von 10 µM der Überschuss an GSH 
noch so groß ist, dass man das Gleichgewicht der Reaktion vollständig aufseiten der 
Reaktionsprodukte erwarten würde. 
Andererseits ist aber auch bekannt, dass das GSH in Lösung außer durch die Reaktion selbst noch 
durch Autoxidation zum Disulfid (GSSG) aus dem Gleichgewicht entfernt werden kann. Für 
Konzentrationen von 1 mM GSH wurde festgestellt, dass nach 120 min Inkubation bei 37°C der 
Gehalt an GSH in der Lösung auf 0,86 ± 0,03 mM absinkt. 
Für die Konzentration von 10 µM konnte der GSH-Gehalt im Reaktionsansatz nach 120 min nicht 
bestimmt werden, da diese Konzentration unter der Nachweisgrenze des eingesetzten enzymatischen 
Tests lag. Möglicherweise kann man durch die parallele Autoxidation des GSH in diesem 
Konzentrationsbereich die GSH-Konzentration über den Zeitverlauf nicht mehr als konstant 
annehmen, so dass die Ursache für den unvollständigen Umsatz der Komplexe des Typs 
[TcO(SSS)(SR)] bei 10 µM im Verbrauch des GSH durch Autoxidation zum GSSG zu suchen ist. 
 
A(t) =  y0 + A0•e-t/k1 
 y0 A0 k1[min] 
Tc1a 70,3 ± 1,7 30,9 ±  2,5 15,6 ±  3,6 
Tc2a 77,0 ±  1,4 13,0 ±  2,0 26,5 ±  8,7 
Tc3a 11,0 ± 0 88,5 ± 2,4 6,2 ±  0,44 
Tc5a 32,4 ±  2,3 66,9 ±  3,6 22,5 ±  2,9 
Tc6a 30,0 ±  4,5 61,7 ±  5,3 15,5 ± 3,25 
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Abb. 25: Zeitverlauf des Umsatzes der Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] im Challengeversuch mit 10 µM 
GSH 
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3.2.1.3 Einfluss des Stickstoffatoms im monodentaten Liganden 
 
Untersuchungen zum Ligandenaustausch des monodentaten Liganden der 3+1 99mTc-
Gemischtligandkomplexe gegen GSH weisen auf einen stark destabilisierenden Einfluss des 
Stickstoffsatoms im monodentaten Liganden hin. Da der Aminstickstoff Vorraussetzung für eine 
effektive Bindung am 5-HT2A-Rezeptor ist, wurde untersucht, inwieweit der Abstand zwischen 
Metallcore und Stickstoffatom für die Austauschgeschwindigkeit des monodentaten Liganden von 
Bedeutung ist und ob durch Verlängerung der C-Kette zwischen Metall-Core und Stickstoffatom eine 
Stabilisierung der Komplexe zu erreichen ist. Dazu wurden Challengeexperimente in Anwesenheit von 
GSH (1 mM) mit den Komplexen Tc9b, Tc10b, Tc11b und Tc12b durchgeführt. Dabei unterscheiden 
sich die eingesetzten monodentaten Liganden nur in der Länge der C-Kette zwischen koordinierender 
SH-Gruppe und Stickstoffatom. Die Auswertung der Zeitkurven erfolgte dabei wie unter 3.2.1.2 
beschrieben. 
 
A(t) = A0•e-t/k1  (A0 = 100 %) 
 k1[min] 
Tc9b 7,1 ± 0,29 
Tc10b 21,1 ± 1,4 
Tc11b 32,6 ± 2,5 
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Tc12b 39,2 ± 3,8 
 
Abb. 26: Zeitverlauf des Umsatzes der Komplexe des Types [TcO(SNMeS)(SR)] im Challengeversuch mit 
1mM GSH 
 
Aus Abb. 26 wird ersichtlich, dass mit steigender Anzahl von C-Atomen zwischen Schwefel- und 
Stickstoffatom des monodentaten Liganden der Wert für k1 steigt und damit die 
Austauschgeschwindigkeit der monodentaten Liganden gegen GSH abnimmt. Mit steigender 
Spacerlänge nimmt also die Stabilität der Komplexe gegenüber GSH zu. Wenn man die Spacerlänge 
gegen k1 aufträgt, stellt man fest, dass der Absolutwert für k1 mit steigender Spacerlänge zunimmt 
(Abb. 27A), wobei der Stabilitätszuwachs bei Verlängerung der C-Kette von vier auf fünf C-Atome 
am geringsten ist. Die Kurve scheint in ein Plateau überzugehen, was bedeutet, dass mit einer 
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Steigerung der Spacerlänge über 5 C-Atome hinaus keine wesentliche Stabilisierung der Komplexe 
mehr zu erzielen sein sollte. 
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Abb. 27: 
A.) Abhängigkeit der Konstante k1 von der Spacerlänge zwischen Stickstoffatom und Metallcore 
B.) Abhängigkeit der Mulliken-Ladungsdichte am Thiolation von der Spacerlänge zwischen 
Stickstoffatom und Metallcore bei protoniertem Stickstoffatom 
 
Insgesamt ergibt sich für den Komplex Tc12b, wo für den monodentaten Liganden 5 CH2-Gruppen 
zwischen S und N vorliegen, die höchste Stabilität gegenüber GSH. Allerdings wird auch hier nicht 
die Stabilität der 3+1 99mTc-Komplexe mit stickstofffreien monodentaten Liganden erreicht (vgl. 
Tc1b, Tc2b, Tc8b). Ursache für die gefundene Erniedrigung der Komplexstabilität bei Einsatz 
stickstoffhaltiger monodentater Liganden sollte eine Verminderung der Elektronendichte am Thiolat-
Schwefel infolge eines –I-Effektes sein. Der –I-Effekt ist insbesondere bei protoniertem Stickstoff 
ausgeprägt. Die diskutierten Komplexe Tc9b-Tc12b weisen pKa-Werte zwischen 8,5 und 9,5 auf [42, 
140, 193] und sind damit unter den gewählten Reaktionsbedingungen protoniert. Der Austausch des 
monodentaten Liganden gegen GSH erfolgt umso schneller, je kürzer der Spacer zwischen N und S 
ist. Damit wird insgesamt die Hypothese unterstützt, dass die elektronischen Effekte Ursache der 
Stabilitätserniedrigung sind. Zur Interpretation dieses experimentellen Ergebnisses wurden Molecular 
Modeling Berechnungen an den monodentaten Liganden durchgeführt (siehe Kap. 7.1.2). 
Erwartungsgemäß steigt die Ladungsdichte am Thiolat-Schwefel mit Verlängerung der Spacerlänge 
zwischen N und S innerhalb der homologen Reihe Tc9b < Tc10 < Tc11 < Tc12 an (vgl. Tab. 4). 
Insgesamt ergibt sich eine gute Korrelation zwischen k1 und der Ladungsdichte für die untersuchten 
Liganden (Abb. 27). Berechnungen für die monodentaten Liganden der Komplexe Tc3b und Tc5b 
weisen darauf hin, dass die Ladungsdichte am Thiolat-Schwefel niedriger als für Tc9b ist. Trotzdem 
zeigt der Komplex Tc3b in etwa dieselbe Stabilität wie Komplex Tc9b , während sich Komplex Tc5b 
wesentlich stabiler verhält. Als Ursache hierfür werden Unterschiede in den pKa-Werten gesehen. Für 
Komplex Tc5b beispielsweise muss auch die protonierte Form des N in die Betrachtung einbezogen 
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werden (pKa = 7,1) [42, 140]. Für diesen Fall ergibt sich eine höhere Ladungsdichte am Thiolat-
Schwefel und demzufolge auch eine höhere Stabilität gegenüber GSH. 
 
Tabelle 4:  Mulliken- Ladungen am Thiolatschwefel und am Stickstoffatom ausgewählter monodentater 
Liganden mit protoniertem Stickstoffatom 
 * mit deprotoniertem Stickstoffatom 
 
Komplex-
nummer SH Rn
 
 
n 
 
 
R 
 
 
S- 
 
 
N (N+-H) 
 
Tc9b 
 
2 N
 
 
-0.807 
 
0.229 
 
Tc10b 
 
3 N
 
 
-0.887 
 
0.163 
 
Tc11b 
 
4 N
 
 
-0.908 
 
0.169 
 
Tc12b 
 
5 N
 
 
-0.936 
 
0.102 
 
Tc3b 
 
2 
N(CH3)2  
-0.750 
 
0.417 
 
Tc5b 
 
2 ON
 
(-0.982)* 
-0.800 
(-0,642)* 
0.244 
 
In Abb. 28 ist die berechnete  Ladungsdichte des Thiolats für den Liganden 12 stellvertretend 
dargestellt, dabei sind mit rot die Bereiche höchster und mit blau die Bereiche geringster 
Ladungsdichte gekennzeichnet. 
 
Abb. 28: Elektrostatisches Potential auf der Elektronendichteoberfläche des monodentaten Liganden 12 
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3.2.1.4 Einfluss des Challengers 
 
Nachdem sowohl der Einfluss des monodentaten als auch des tridentaten Liganden auf die 
Reaktionsgeschwindigkeit von 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen mit GSH ausführlich untersucht 
wurde, soll im folgenden der Einfluss des angreifenden Konkurrenzliganden auf die 
Austauschgeschwindigkeit betrachtet werden. Dabei soll besonderes Augenmerk auf 
Reaktivitätsunterschiede zwischen Glutathion und Cystein gelegt werden. Dazu wurde der Komplex 
Tc6b mit jeweils 1 mM Glutathion, Cystein, N-Acetylcystein oder Dimethylcysteamin umgesetzt. 
 
 
Glutathion 
N
H
N
H
SH
COOH
HOOC
O
ONH2  
Cystein 
SH C
H
NH2
COOH
 
 
 
Dimethylcysteamin 
CH3
N
CH3
SH
 
 
N-Acetylcystein 
SH C
H
NH
COOH
CO CH3  
 
 
Es wurde beobachtet, dass die Kurven für Cystein, Glutathion und Dimethylcysteamin den gleichen 
Verlauf zeigen (Abb.29). Mit Acetylcystein hingegen verläuft die Reaktion deutlich langsamer. Unter 
der Annahme, dass die Elektronendichte am Thiolation für die Reaktionsgeschwindigkeit maßgebend 
ist, sollte man für die untersuchten Thiolliganden auch keine großen Unterschiede erwarten, da die 
chemische Umgebung des Thiolschwefels bei allen vier Liganden nahezu identisch ist. Freie 
Carboxyl- oder Aminogruppen im Challenger scheinen keinen Einfluss auf die 
Umsatzgeschwindigkeit des Ligandenaustausches zu haben und folglich auch nicht an dessen 
Mechanismus beteiligt zu sein. Interessant ist dabei, dass die Kurven von GSH und Cystein identisch 
sind, da man aufgrund der Molekülgröße des Glutathions eine sterische Behinderung des 
Ligandenaustausches und somit eine langsamere Reaktion im Vergleich zu Cystein erwartet hätte. 
Weiterhin wird in der Literatur die Toxizität des Cystein verglichen mit Glutathion mit dessen höherer 
Reaktivität begründet. Gemeint ist dabei sicherlich nicht eine höhere Nucleophilie am Thiolation, 
sondern die höhere Reaktivität mit dem Pyridoxal-5-phosphat bestimmter Enzyme unter Bildung von 
Hemithioacetalen was zu deren Hemmung führt. Die Ursache hierfür wird sicherlich einerseits darin 
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zu suchen sein, dass Glutathion aufgrund seiner Größe sterisch behindert ist und nicht so leicht wie 
Cystein in das aktive Zentrum solcher Enzyme vordringen kann. Andererseits ist die Folgereaktion, 
die Zyklisierung des Hemithioacetals zum Thiazolidinon, bei Glutathion nicht möglich. Nicht zu 
erklären ist die wesentlich langsamere Reaktion des N-Acetylcysteins mit dem Komplex Tc6b. 
Wie die Ergebnisse zeigen, können Cystein und Glutathion in Challengeexperimenten zur Beurteilung 
der Stabilität von 99mTc-markierten Radiotracern gegenüber Ligandenaustauschreaktionen völlig 
gleichberechtigt eingesetzt werden, sofern nur die Ladungsdichte am Thiolation für den 
Ligandenaustauch von Interesse ist. 
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Abb. 29: Zeitverlauf des Umsatzes des Komplexes Tc6b im Challengeversuch mit 1 mM GSH, Cystein, 
Dimethylcysteamin bzw. N-Acetylcystein 
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3.2.2 In-Vitro-Stabilität und Metabolismus von 3+1 Gemischtligandkomplexen des 99mTc 
 
3.2.2.1  Verhalten der 3+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc in Lösung 
 
Voraussetzung für alle biologischen Experimente (Rezeptorbindungsassay, Autoradiographie, 
Bioverteilung) zur Charakterisierung potentiell rezeptorbindender Technetiumkomplexe des Typs 
[TcO(SES)(SR)] ist die ausreichende Stabilität dieser Komplexklasse in den entsprechenden 
Inkubationslösungen. Aus diesem Grunde wurde die Stabilität der Komplexe in isotonischer 
Kochsalzlösung, Tris/HCl 0,05 M pH = 7,4 bzw. 2,0 und Sörensen-Phosphatpuffer 0,1 M pH = 7,4 
betrachtet. In allen untersuchten Inkubationslösungen waren die 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe 
im Versuchszeitraum von 120 min vollkommen stabil. Aufgrund der außerordentlich geringen 
Konzentration der vorliegenden 99mTc-Komplexe kann das System aber trotzdem sensibel auf eine 
Reihe von Faktoren reagieren. So können zum Beispiel kleinste Verunreinigungen in den Glasgefäßen 
oder in Lösungsmitteln zum unspezifischen, nicht reproduzierbaren Zerfall der 99mTc-Komplexe 
führen. Deshalb musste die Stabilität des zu untersuchenden Komplexes gegenüber unspezifischem 
Zerfall im relevanten Inkubationsmedium für jede Präparation neu bestätigt werden. Versuche mit 
Präparationen, in denen nach 120 min Inkubation bei 37°C im Sörensen-Phosphatpuffer pH=7,4 
undefinierte Verunreinigungen größer 10% festgestellt wurden, konnten demzufolge nicht ausgewertet 
werden. Dabei ist im allgemeinen die Neigung der Komplexe zum unspezifischen Zerfall in den stark 
verdünnten Inkubationslösungen (ca. 2 MBq/ml) größer als in der Ausgangskomplexlösung ( ca. 50 
bis 150 MBq/ml).  
 
Tabelle 5:  Stabilitäten der 99mTc-Komplexpräparationen in Sörensen-Phosphatpuffer 0,1 M pH = 7,4 bei 37°C 
radiochem. Reinheit in % radiochem. Reinheit in % Komplex 
Ausgangs-
komplex 
nach 120 min 37°C 
in Phospatpuffer 
Komplex 
Ausgangs-
komplex in % 
nach 120 min 37°C 
in Phospatpuffer 
Tc1a 100 100 Tc1b 100 96 
Tc2a 91 90 Tc2b 100 95 
Tc3a 100 98 Tc3b 96 92 
Tc5a 100 100 Tc5b 100 100 
Tc6a 98 92 Tc6b 98 98 
Tc7a 95 92 Tc7b 100 94 
   Tc8b 96 96 
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Tc13a 100 100 Tc13b 95 95 
3.2.2.2 Verhalten der 3+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc im Plasma der Ratte 
 
Erste wichtige Anhaltspunkte für die Beurteilung von Radiopharmaka hinsichtlich ihrer In-vivo-
Stabilität liefern üblicherweise In-vitro-Stabilitätsuntersuchungen im Plasma. Zu diesem Zwecke 
wurden alle unter 3.2.2.1 aufgeführten Komplexe in Rattenplasma bei 37 °C inkubiert (ca. 3 MBq/ 
500µl Plasma) und anschließend mittels HPLC analysiert. Dazu wurden die Plasmaproben ohne 
weitere Aufarbeitung der HPLC-Analyse zugeführt, da es nicht möglich war, alle radioaktiven 
Komponenten vollständig aus dem Plasma zu extrahieren.  
Mit einer eingesetzten Aktivität von 3 MBq/500 µl Plasma reichten 2-5 µl Plasma für die HPLC-
Analyse aus, ohne die Säulenkapazität zu überschreiten. Die Auftrennung von Ausgangskomplex, 
Metaboliten und Plasmakomponente gelang dabei mit einer Reversed-Phase-HPLC-Säule (PRP-3, 
linearer Gradient (t[min]/%B): (5/0), (5/70), (10/70) mit A = Sörensen-Phosphatpuffer 10 mM 
pH = 7,4, B = Acetonitril). 
 
Tabelle 6:  Stabilitäten der 99mTc-Komplexpräparationen im Plasma der Ratte bei 37°C (n = 2) 
Ausgangskomplex [%] Ausgangskomplex [%]  
Komplex 
t = 0 min t = 60 min t = 120 min
 
Komplex 
t = 0 min t = 60 min t = 120 min 
Tc1a 100 78 ± 5 64 ± 3 Tc1b 100 98 ± 2 98 ± 2 
Tc2a 91 84 ± 2 78 ± 2 Tc2b 100 96 ± 2 94 ± 2 
Tc3a 100 0 ± 2 0 ± 2 Tc3b 96 90 ± 2 83 ± 2 
Tc5a 100 30 ± 10 30 ± 10 Tc5b 100 97 ± 2 96 ± 2 
Tc6a 98 82 ± 2 81 ± 5 Tc6b 98 92 ± 2 92 ± 2 
Tc7a 95 70 ± 2 48 ± 8 Tc7b 100 98 ± 2 98 ± 2 
    Tc8b 96 95 ± 2 95 ± 2 
Tc13a 100 95± 2 87 ± 2 Tc13b 95 94 ± 2 87 ± 2 
 
 
Wie aus Tabelle 6 ersichtlich, sind dabei alle Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(RS)] im 
Rattenplasma weitestgehend stabil, d.h. der Ausgangskomplex in Lösung wird bei dem gleichen Rt-
Wert eluiert wie im Plasma, ohne dass signifikante Veränderungen sichtbar werden (Abb. 30).  
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Im Gegensatz dazu zeigen Komplexe des Typs [TcO(SSS)(RS)] deutliche Veränderungen im Plasma. 
Dabei können bei stabileren Komplextypen (Tc1a, Tc2a,Tc6a, Tc13a) nach 120 min noch zwischen 
60% bis 80% des Ausgangskomplexes erhalten sein, während man beim instabilsten Komplex dieser 
Gruppe (Tc3a) bereits nach 30 min keinen Ausgangskomplex mehr nachweisen kann. Im allgemeinen 
beobachtet man bei Komplexen des Typs [TcO(SSS)(RS)] die Entstehung eines Peaks mit einer 
Retentionszeit von 6,4 min bis 6,6 min, welcher im zeitlichen Verlauf zunimmt. Bei paralleler 
Aktivitäts- und UV-Detektion (254 nm) beobachtet man, dass dieser entstandene Aktivitätspeak mit 
einem Peak im UV mit identischer Retentionszeit eluiert wird. Diese Beobachtung lässt vermuten, 
dass die Komplexe des Typs [TcO(SSS)(RS)] in unterschiedlichem Maße mit Proteinbestandteilen des 
Plasmas Bindungen eingehen, welche unter genannten HPLC-Bedingungen nicht getrennt werden 
können.(siehe 3.2.2.7) 
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Abb. 30: HPLC- Chromatogramme der Komplexe Tc1b und Tc5a  
A.) Ausgangskomplex Tc1b in Phosphatpuffer 0,1 M pH = 7,4 / Aktivitätsdetektion 
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B.) Komplex Tc1b nach 120 min Inkubation in Rattenplasma/ Aktivitätsdetektion  
C.) Ausgangskomplex Tc5a nach 2 min Inkubation in Rattenplasma/ Aktivitätsdetektion und UV-
Detektion 
D.) Komplex Tc5a nach 120 min Inkubation in Rattenplasma/ Aktivitätsdetektion und UV-Detektion 
3.2.2.3 Verhalten der 3+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc im Blut der Ratte 
 
Nachdem gezeigt wurde, dass sich die 3+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc des Typs 
[TcO(SNMeS)(SR)] im Plasma der Ratte vollkommen stabil verhalten, während die des Typs 
[TcO(SSS)(SR)] in Abhängigkeit vom monodentaten Liganden nur von moderater Stabilität sind, ist 
es von Interesse, auch das Verhalten der 3+1 99mTc-Komplexe im Blut zu untersuchen.  
Blut unterscheidet sich vom Plasma durch die Anwesenheit der zellulären Blutbestandteile und 
Wechselwirkungen mit diesen können sowohl einen Einfluss auf die Bioverfügbarkeit eines 
Radiopharmakons ausüben (z.B. durch Bindung an zelluläre Blutbestandteile) als auch dessen 
Stabilitätsverhalten beeinflussen. Im Verlaufe der Arbeit wurde deshalb das Verhalten der 
3+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc im Blut untersucht, indem die HPLC-gereinigten 99mTc-
Komplexe bei 37°C im Blut der Ratte inkubiert wurden. Anschließend wurden die zellulären 
Blutbestandteile vom Plasma durch Zentrifugation abgetrennt und der Plasmaüberstand der HPLC-
Analyse zugeführt.  
 
Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] 
 
Es wurde festgestellt, dass alle im Plasma stabilen Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(RS)] im Blut 
einem Zerfall zu einem, deutlich hydrophileren Metaboliten unterliegen (Abb. 31A), der bei den 
gegebenen HPLC-Bedingungen zwischen 5,2 und 5,4 min eluiert wird. Damit ist das 
Reaktionsprodukt der Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(RS)] mit Blut deutlich verschieden von dem 
bei 6,4 min eluierten Reaktionsprodukt der Komplexe des Typs [TcO(SSS)(RS)] im Plasma. Die 
Retentionszeit des Reaktionsproduktes der Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(RS)] mit Blut 
entspricht der des Challenge-Produktes der 3+1 99mTc- Komplexe mit Glutathion. Die Inkubation der 
Komplexe in plasmafreier Erythrozytensuspension (Abb. 31B) führte zum selben Reaktionsprodukt, 
was darauf hinweist, dass eine Reaktion im bzw. am Erythrozyten für die Umwandlung der Komplexe 
verantwortlich ist. Es ist bekannt, dass im Plasma eine GSH-Konzentration zwischen 10-25 µM 
vorliegt, während im Erythrozyten die GSH-Konzentration intrazellulär ca. 2 mM beträgt, was zu 
einer Gesamtkonzentration von 1,2 mM GSH im Blut führt. Die Vermutung liegt nahe, dass das 
Glutathion der Erythrozyten für die Umwandlung der 3+1 99mTc-Komplexe im Blut verantwortlich ist, 
und dass als Metabolit auch hier ein 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplex mit Glutathion als 
monodentatem Liganden entsteht. Die Abnahme des Ausgangskomplexes und die Zunahme des 
Reaktionsproduktes lassen sich bei den Komplexen des Typs [TcO(SNMES)(SR)] zeitlich gut 
verfolgen. Im Plasmateil der Blutprobe befanden sich dabei in der Regel ca. 40-60% der 
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Gesamtaktivität, während die restliche Aktivität an den Erythrozyten verblieb. Dadurch wurde mit der 
HPLC-Analyse nur die Zusammensetzung dieses, im Plasmaüberstand befindlichen Anteils erfasst. 
 
       A. 
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Abb. 31:  HPLC- Chromatogramme des Komplex Tc6b  
A.)  nach 60 min Inkubation im Rattenblut/ Plasmaüberstand/ Aktivitätsdetektion 
B.)  nach 30 min Inkubation in Erythrozytensuspension der Ratte/ wäßriger Überstand/ Aktivitätsdetektion 
 
Beim Vergleich des Anteils an intaktem Ausgangskomplex [TcO(SNMeS)(RS)] im Plasmaüberstand 
zu unterschiedlichen Inkubationszeiten stellt man auch Unterschiede hinsichtlich der 
Umwandlungsgeschwindigkeit zum hydrophileren Metaboliten in Abhängigkeit vom monodentaten 
Liganden fest. Die im Blut gefundene Stabilitätstendenz entspricht dabei im wesentlichen dem Gang, 
der auch im GSH-Challenge beobachtet wurde. So findet man bei den stabileren Vertretern ohne 
protonierbaren Stickstoff in der Seitenkette (Tc1b, Tc2b und Tc8b) nach 60 min Inkubation im Blut 
im Plasmaüberstand noch 70-80% der Aktivität als Ausgangskomplex vor, während bei den 
instabilsten Komplexen Tc3b und Tc5b nach 60 min bereits kein Ausgangskomplex mehr 
nachweisbar ist. Bei Komplexen mittlerer Stabilität (Tc6b, Tc7b, Tc13b) findet man nach 60 min 
Inkubation im Rattenblut den Ausgangskomplex noch zu 40-50% im Plasmaüberstand (Abb. 32). 
Komplex Tc13b verhält sich dabei im Blut sowie auch im Challengeexperiment ähnlich dem Komplex 
Tc6b. Der Komplex Tc5b verhält sich im Blut wesentlich instabiler ist als der Komplex Tc6b, obwohl 
beide im Challengeexperiment mit Glutathion annähernd gleiche Stabilität aufweisen. Die Tatsache, 
dass das Challengeexperiment nicht in jedem Falle mit der Stabilität im Blut korreliert, kann daher 
rühren, dass im Blut eine Reihe Faktoren hinzukommen, die zusätzlich die Stabilität der Komplexe 
beeinflussen und hier nicht erfassbar sind. Einerseits wird, wie schon erwähnt, nur der Plasmaanteil 
des Blutes analysiert, also nur zwischen 40-60% der insgesamt eingesetzten Aktivität, während man 
im Challengeexperiment einen Überblick über 100% der eingesetzten Aktivität hat. Zum anderen ist 
denkbar, dass für die Umsatzgeschwindigkeit im Rattenblut zusätzliche Parameter wie z.B. der von 
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Lipophilie und Struktur des Moleküls abhängige Transport durch die Erythrozytenmembran oder van 
der Waals-Wechselwirkungen mit Plasmaproteinen entscheidend sind. 
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Abb. 32: Prozentualer Anteil des Ausgangskomplexes [TcO(SNMeS)(SR)] an der Gesamtaktivität im 
Plasmaüberstand in Abhängigkeit von der Inkubationszeit im Blut der Ratte  
100% - % Ausgangskomplex = % Metabolit 
 
Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] 
 
Auch die Komplexe des Typs [TcO(SSS)(RS)] zeigen im Blut der Ratte ein vom Blutplasma deutlich 
abweichendes Verhalten. Im Unterschied zu den Komplexen des Typs [TcO(SNMeS)(RS)] kann man 
bei den Komplexen des Typs [TcO(SSS)(RS)] bereits nach 2-5 min Inkubationszeit im Blut keinen 
Ausgangskomplex mehr im Plasmaüberstand nachweisen. Diese Beobachtung korreliert sehr gut mit 
den Ergebnissen der Challengeexperimente mit GSH, bei denen dieser Komplextyp bei einer 
Konzentration von 1 mM GSH, wie sie auch im Blut auftritt, ebenfalls innerhalb von 2-5 min 
vollständig umgesetzt wurde. Aufgrund des schnellen Umsatzes der Komplexe des Typs 
[TcO(SSS)(RS)] im Rattenvollblut war hier keine Differenzierung zwischen Komplexen mit 
verschiedenen monodentaten Liganden möglich. Desweiteren findet man nach Inkubation der 
Komplexe des Typs [TcO(SSS)(RS)] im Blut der Ratte nicht nur einen Metabolit bei 5,4 min, von dem 
in Analogie zu den Komplexen des Typs [TcO(SNMeS)(RS)] angenommen wird, dass es sich hierbei 
um den entsprechenden 3+1-Komplex mit Glutathion als monodentatem Liganden handelt, sondern 
mindestens noch einen zweiten Metaboliten bei einer Retentionszeit von 6,4 min, welcher mit im UV-
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detektierbaren Proteinkomponenten des Plasmas eluiert wird. Außerdem können noch kleinere Peaks 
bei Retentionszeiten zwischen 1,0 und 1,5 min auftreten, die teilweise ebenfalls mit im UV-
detektierbaren Plasmaproteinen koeluieren (Abb.33). Dabei ist die Elution von Plasmaproteinen bei 
1,0 bis 1,5 min auf eine Überschreitung der Säulenkapazität zurückzuführen. Vermeidet man diese, so 
addieren sich diese Peaks zum Plasmapeak bei 6,4 min. 
Allgemein ist zu beachten, dass der analysierte Anteil der Gesamtaktivität im Blut mit 20- 40% bei 
den Komplexen des Typs [TcO(SSS)(RS)] in der Regel geringer ist, als bei den Komplexen des Typs 
[TcO(SNMeS)(RS)]. Die Ursache dafür ist eine höhere Erythrozytenbindung dieser Komplexe, 
wodurch nach dem Abzentrifugieren der zellulären Blutbestandteile vom Plasma ein größerer Anteil 
der Gesamtaktivität im Zellpellet verbleibt und somit der Analyse nicht zugänglich ist.  
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Abb. 33: HPLC- Chromatogramme des Plasmaüberstandes nach Inkubation des Komplex Tc6a im Rattenblut 
   Aktivitätsdetektion /UV-Detektion 
 
A.) nach 2 min Inkubation im Rattenblut  
B.) nach 30 min Inkubation im Rattenblut  
 
Aus Abb. 33 wird weiterhin ersichtlich, dass der prozentuale Anteil der bei 6,4 min eluierten Aktivität 
zeitlich ansteigt. Während man im Plasmaüberstand der zwischen 2-5 min im Blut inkubierten Proben 
noch zum größten Teil den bei 5,4 min eluierten Metaboliten [TcO(SSS)(GS)] feststellt, nimmt dieser 
dann später zugunsten des bei 6,4 min eluierten Metaboliten II ab. Dasselbe Phänomen wird 
beobachtet, wenn man den nach 2-5 min Inkubation im Blut abgetrennten Plasmaüberstand nach 
einiger Zeit erneut analysiert. Dies führte zu der Vermutung, dass der im Falle der Komplexe des Typs 
[TcO(SSS)(SR)] gebildete Metabolit [TcO(SSS)(GS)] (Rt = 5,4 min) sekundär an Proteinkomponenten 
des Plasma binden kann. Für diese Annahme spricht die Beobachtung, dass bei Inkubation der 
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Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] in plasmafreier Erythrozytensuspension nur der bei 5,4 min 
eluierte Metabolit [TcO(SSS)(GS)] gefunden wird. 
Im allgemeinen stellt man bei Inkubation der Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] Unstimmigkeiten 
in der Radioaktivitätsbilanz fest. Bei gleicher aufgetragener Radioaktivität ist die gesamte über das 
Chromatogramm integrierte Fläche der Überständen von Erythrozytensuspensionen der Komplexe 
[TcO(SNMeS)(SR)] um den Faktor 5 bis 7 höher als bei den Überständen von 
Erythrozytensuspensionen nach Inkubation der Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)]. Dies ist ein 
Hinweis darauf, dass bei Inkubation der Komplexe [TcO(SSS)(SR)] in Erythrozytensuspension eine 
weitere Komponente entsteht, die mit dieser HPLC-Anordnung nicht erfasst wird. Auf die 
Wechselwirkung von 3+1 99mTc-Komplexen mit Blutproteinen wird deshalb in Kapitel 3.2.2.7 näher 
eingegangen. 
 
3.2.2.4 Hemmung des Glutathions im Blut der Ratte mit Diethylmaleinsäure 
 
Wie aus den vorangegangenen Abschnitten hervorgeht, sprechen eine Reihe Indizien dafür, dass im 
Blut der Ratte in vitro tatsächlich eine Umwandlung der 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe 
[TcO(SES)(SR)] mit Glutathion unter Austausch des monodentaten Liganden stattfindet. Daher würde 
man erwarten, dass die spezifische Hemmung des Glutathions im Rattenblut zu einer Stabilisierung 
der Komplexe führen sollte. In der Literatur wird Diethylmaleinsäure (DEM) häufig zur spezifischen 
Hemmung des Glutathions in vivo als auch in vitro verwendet [115, 120, 142, 143]. 
Diethylmaleinsäure ist ein Substrat des S-Alkentransferase-Systems, das eine Reihe von Enzymen 
verschiedener Spezifität beinhaltet, welche die Konjugation von GSH an verschiedene α,β-
ungesättigte Verbindungen (Ester, Aldehyde, Ketone, Nitroverbindungen) katalysieren.  
 
Reaktion: 
 
EtOOC
C C
H H
COOEt
+ GSH
CH CH
GS H
EtOOC COOEt
 
 
 
GSH-S-Transferasen zeigen im Säugerorganismus eine besonders hohe Aktivität in der Leber, treten 
aber auch in Lunge, Niere, Herz, Bauchspeicheldrüse und im Blut auf. Dabei befindet sich im Blut die 
Enzymaktivität in den Erythrozyten, keine Aktivität hingegen wurde im Serum festgestellt [132]. 
 
 
 
54
Neben der enzymatischen Konjugation des GSH an DEM erfolgt diese aber auch nichtenzymatisch, da 
das Enzym hauptsächlich die Deprotonierung der SH-Gruppe des GSH und somit die Freisetzung des 
an der Doppelbindung angreifenden Nukleophils GS- unterstützt. 
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Abb. 34: HPLC- Chromatogramme des Komplex Tc5a, Aktivitätsdetektion  
 A.) Ausgangskomplex Tc5b im Phosphatpuffer 0,1 M, pH = 7,4  
 B.) Ausgangskomplex Tc5b nach 30 min Inkubation im Rattenplasma mit 2% DEM  
 C.) Ausgangskomplex Tc5b nach 30 min Inkubation im mit DEM vorinkubiertem Rattenblut 
 D.) Ausgangskomplex Tc5b nach 30 min Inkubation im Rattenblut (ohne DEM) 
 
Im Hemmungsversuch (Abb.34) wurde das Rattenblut mit 2% DEM für 60 min bei Raumtemperatur 
(RT) vorinkubiert. Parallel dazu wurde eine Blutprobe ebenfalls für 60 min bei RT ohne DEM-Zusatz 
inkubiert. Dabei wurde nachgewiesen, dass nach 1 h Inkubation mit DEM kein Glutathion (GSH 
sowie GSSG) mehr in der Blutprobe nachweisbar ist, während nach 1 h Inkubation bei 
Raumtemperatur ohne DEM der GSH-Gehalt der Blutprobe nur unwesentlich von 1,2 auf ca. 1,0 mM 
absinkt. Anschließend wurde in beide Proben die gleiche Radioaktivität an Ausgangskomplex Tc5b 
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bzw. Tc6a gegeben. Nach 30 min schütteln bei 37°C wurden beide Proben abzentrifugiert und der 
Plasmaüberstand mittels HPLC analysiert (Abb.34C/D). Weiterhin wurde natürlich geprüft, dass DEM 
selbst keine destabilisierenden Effekte auf die zu untersuchenden 99mTc-Komplexe ausübt (Abb. 34B). 
Es konnte für beide Beispiele gezeigt werden, dass die Hemmung des Glutathions im Blut der Ratte 
mit Diethylmaleinsäure eine Stabilisierung der Komplexe zur Folge hat (Abb. 34C/D). In beiden 
Fällen ist nach Hemmung des GSH im Plasmaüberstand der Blutproben ausschließlich der 
Ausgangskomplex nachweisbar. Deshalb kann angenommen werden, dass GSH für die Umwandlung 
der 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe im Rattenblut verantwortlich ist und dass hierbei primär der 
bereits in Challengeexperimenten mit GSH identifizierte 3+1 Gemischtligandkomplex mit GSH als 
monodentatem Liganden entsteht.  
Im allgemeinen beobachtet man in Proben mit DEM eine Neigung der Proteine zum Denaturieren. 
Dies ist möglicherweise darauf zurückzuführen, dass DEM außer der Thiolgruppe des GSH auch noch 
freie SH-Gruppen von Proteinen modifizieren kann und dadurch die Bildung der Assoziate der 
Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] mit Plasmaproteinen verhindert.  
 
 
3.2.2.5 Das Wechselspiel zwischen Erythrozyten, 3+1 Gemischtligandkomplexen des 99mTc und 
deren Metaboliten im Blut der Ratte 
 
Aufgrund der intrazellulären Lokalisation des Glutathions in den Erythrozyten ist anzunehmen, dass 
auch die Reaktion des GSH mit den 3+1 99mTc-Gemischligandkomplexen innerhalb der Erythrozyten 
stattfindet. Es konnte gezeigt werden, dass dabei nicht allein die Konzentration an GSH, sondern auch 
das intrazelluläre Milieu der Erythrozyten von Bedeutung sein muss, da die Reaktion bei Zugabe von 
1 mM GSH zum Plasma der Ratte wesentlich langsamer verläuft als im Challengeexperiment und im 
Blut der Ratte (Abb. 35). 
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Abb. 35: % Ausgangskomplex Tc6b nach 60 min Inkubation 
Säule 1:  in 1 mM GSH in 0,1 M Phosphatpuffer pH = 7,4 (20% Propylenglycol) 
Säule 2:  im Rattenblut 
Säule 3:  in 1 mM GSH im Rattenplasma 
Grund dafür könnte sein, dass entweder die Mobilität des GSH oder seine Tendenz zur 
Deprotonierung und somit die Entstehung der eigentlichen reaktiven GS--Gruppe im Plasma 
herabsetzt wird. Möglicherweise unterstützt das intrazelluläre Milieu im Erythrozyten diese Reaktion. 
Es wäre aber auch möglich, dass im Blut ein in den Erythrozyten lokalisiertes Enzym die 
Deprotonierung des GSH unterstützt, wenn auch der Ligandenaustauch im Challengeexperiment ohne 
enzymatische Beteiligung abläuft. 
Unter der Annahme der intrazellulären Reaktion des GSH der Erythrozyten mit den untersuchten 
3+1 Komplexen des 99mTc ist für die Stabilität der Komplexe im Blut natürlich nicht allein die 
Reaktionsgeschwindigkeit mit GSH maßgebend, sondern auch der Transport der Komplexe in die 
Erythrozyten. Dieser Transport, von dem man annehmen kann, dass es sich hierbei um einfache 
Diffusion handelt, wird wiederum maßgeblich von Lipophilie und Struktur der Komplexe beeinflusst. 
So können beispielsweise van der Waals-Wechselwirkungen der 99mTc-Komplexe mit dem Plasma 
einen Austausch zwischen Plasma und Erythrozyten behindern. Desweiteren müsste auch der 
Metabolit aus dem Erythrozyten wieder zurück ins Plasma gelangen, da er sonst nicht im 
Plasmaüberstand des Blutes nachweisbar wäre. Um eine Aussage über das Zusammenspiel dieser 
Faktoren zu erhalten, wurden Experimente zur Erythrozytenbindung- bzw. Aufnahme der 3+1 99mTc-
Komplexe sowie Hämolyse- und Austauschexperimente durchgeführt. 
 
Zusammenhang  zwischen Erythrozytenbindung und Komplexstabilität 
 
Für ausgewählte Komplexe wurde die Erythrozytenbindung im Rattenblut und in der plasmafreien 
Erythrozytensuspension nach 5 und 120 min bestimmt. Dabei ist mit Erythrozytenbindung der Anteil 
an Radioaktivität gemeint, der nach der jeweiligen Inkubationszeit auch durch gründliches Waschen 
der Erythrozyten mit isotonischer Kochsalzlösung nicht ablösbar ist. Damit umfasst die im folgenden 
diskutierte Erythrozytenbindung zunächst alle im und am Erythrozyten möglichen 
Assoziationsmöglichkeiten. Durch den Vergleich der Erythrozytenbindung in plasmafreier 
Erythrozytensuspension gegenüber Blut kann man im allgemeinen Rückschlüsse auf die Bedeutung 
der Plasmakomponente für die Verteilung der Komplexe zwischen Plasma und Erythrozyten ziehen. 
Aus Hämolyseexperimenten wird ersichtlich, dass nur ein geringer Teil der am Erythrozyten 
gebundenen Radioaktivität membrangebunden ist. Nach Hämolyse der Erythrozyten und Abtrennung 
der Membranbestandteile durch Zentrifugation stellt man fest, dass sich 92-97% der Radioaktivität im 
Überstand befinden und nur 3-8% im Pellet verbleiben. Dies ist ein Hinweis darauf, dass sich der 
größte Teil der hier als Erythrozytenbindung bestimmten Radioaktivität tatsächlich im Erythrozyten 
befindet. 
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Tabelle 7: Erythrozytengebundene Radioaktivität in % nach Inkubation bei 37°C und 5x Waschen der  
Erythrozyten mit isotonischer Kochsalzlösung, HK 42 
 
Komplex t[min] Blut Erythrozyten-
suspension 
Komplex t[min] Blut Erythrozyten-
suspension 
5 68 71 5 10 57 Tc1a 
120 21 43 
Tc1b 
120 30 65 
5 58 66 5 65 68 Tc3a 
120 19 49 
Tc3b 
120 41 55 
5 67 79 5 19 64 Tc6a 
120 26 72 
Tc6b 
120 48 70 
5 64 71 5 32 52 Tc7a 
120 28 58 
Tc7b 
120 40 57 
5 67 69 5 24 67 Tc13a 
120 34 57 
Tc13b 
120 47 69 
 
 
Bei Betrachtung der erhaltenen Werte fällt auf, dass sich die Erythrozytenbindung sowohl im Blut als 
auch in plasmafreier Erythrozytensuspension für alle Komplexe eines Typs ([TcO(SSS)(SR)] bzw. 
[TcO(SNMeS)(SR)]) sehr ähnlich verhält, mit Ausnahme des Komplexes Tc3b. Die 
Erythrozytenbindung ist in plasmafreier Erythrozytensuspension für alle Komplexe sehr ähnlich und 
in der Regel höher als im Blut der Ratte. Deutliche Unterschiede zwischen den instabilen Komplexen 
des Typs [TcO(SSS)(SR)] und den stabileren Komplexen des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] treten 
hingegen im Blut auf. Diese Unterschiede sind derart, dass die instabilen Komplexe des Typs 
[TcO(SSS)(SR)] eine wesentlich höhere Erythrozytenbindung (60-65%) nach 5 min aufweisen als die 
Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] (10-30%). Nach 120 min wiederum ist die 
Erythrozytenbindung der Komplexe [TcO(SSS)(SR)] (19-28%) erniedrigt im Vergleich zum 5 min 
Wert und auch niedriger als bei den Komplexen des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] (30-48%). Dieser 
Zusammenhang ist in Abb. 36 illustriert, in der die durchschnittliche Erythrozytenbindung für alle 
Komplexe eines Typs aufgetragen ist. 
Eine Ausnahme bildet der Komplex Tc3b der eine genauso hohe initiale Erythrozytenaufnahme 
(5 min) zeigt wie der Komplex Tc3a. Verallgemeinernd läßt sich sagen, dass eine hohe initiale 
Erythrozytenbindung charakteristisch für besonders instabile Komplexe ist, womit sich auch die 
Erythrozytenbindung des Komplexes Tc3b als instabilster Komplex des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] 
erklären würde. 
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Abb. 36: Durchschnittliche Erythrozytenaufnahme der Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR] und 
[TcO(SNMeS)(SR] nach 5 und 120 min Inkubation im Blut 
 
Es ist anzunehmen, dass die Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] schnell durch die 
Erythrozytenmembran diffundieren, in den Erythrozyten mit GSH umgesetzt werden und anschließend 
der hydrophile, negativ geladene Metabolit die Zelle wieder verlassen kann. Möglicherweise ist bei 
den Komplexen des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] einerseits die initiale Erythrozytenaufnahme durch 
stärkere hydrophobe Wechselwirkungen mit der Plasmakomponente verringert, andererseits sind diese 
Komplexe im Challengeexperiment stabiler gegenüber GSH, woraus man auch auf einen langsameren 
Umsatz im Erythrozyten schließen könnte. Das wiederum hätte zufolge, dass entsprechend 
verlangsamt auch das Auswaschen des Metaboliten aus dem Erythrozyten erfolgt, wodurch sich die 
vergleichsweise höhere Erythrozytenaufnahme bei 120 min erklären würde. Dabei scheint die 
Plasmakomponente das Auswaschen des Metaboliten zu fördern, da in plasmafreier Suspension bei 
beiden Komplextypen keine oder nur unwesentliche Unterschiede in der Erythrozytenbindung nach 5 
und 120 min festzustellen sind. Es ist weiterhin denkbar, dass die für die Komplexe des Typs 
[TcO(SSS)(SR)] und deren Metabolit mit GSH festgestellte Bindung an Plasmaproteine ebenfalls 
Einfluss auf das Verteilungsgleichgewicht der Komplexe zwischen Erythrozyten und Plasma ausübt, 
und zwar derart dass beispielsweise durch Reaktion des Metabolit [TcO(SSS)(SG)] mit Albumin 
dieser aus dem Gleichgewicht entfernt wird, wodurch der Auswaschprozess dieser Komplexe 
gegenüber den Komplexen des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] beschleunigt ist. 
 
Hämolyseexperimente 
 
Zum besseren Verständnis des Verhaltens von 3+1 99mTc-Komplexen im Blut der Ratte und zur 
Interpretation der Werte der Erythrozytenbindung wurden exemplarisch Hämolyse- und 
Austauschexperimente mit den Komplexen Tc6a/b und Tc13a/b durchgeführt.  
Durch Austauschexperimente konnte gezeigt werden, dass der Metabolit [TcO(SES)(GS)] aus dem 
Erythrozyt wieder ausgewaschen werden kann. Dazu wurden nach 30 min Inkubation der Komplexe 
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im Rattenblut die Erythrozyten abzentrifugiert, mehrfach gewaschen und anschließend zu den 
Erythrozyten wieder frisches Plasma hinzugegeben. Die Analyse dieses Plasmaüberstandes nach 
weiteren 120 min Inkubationszeit zeigte wiederum für beide Komplextypen, dass ca. 50% der 
Aktivität aus den Erythrozyten wieder ausgewaschen wurden, wobei es sich im Falle der Komplexe 
[TcO(SNMeS)(SR)] ausschließlich um den Metabolit [TcO(SMeS)(GS)] bei Rt = 5,4 min handelte 
(Abb. 37C). Bei den Komplexen [TcO(SSS)(SR)] hingegen wurde sowohl der Metabolit bei 5,4 min 
als auch mindestens eine plasmagebundene Komponente detektiert. Durch Hämolyse der Erythrozyten 
und Analyse des Hämolysates mittels HPLC konnte mit der beschriebenen HPLC-Anordnung für die 
Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] nach 30 min Inkubation im Blut in den Erythrozyten 
ausschließlich der Metabolit bei Rt = 5,4 min detektiert werden. Bei den Komplexen des Typs 
[TcO(SNMeS)(SR)] kann man nach 30 min sogar noch Ausgangskomplex und Metabolit (Rt = 5,4 
min) in den Erythrozyten detektieren, was beweist, dass der Ausgangskomplex tatsächlich in die 
Erythrozyten hinein diffundiert (Abb. 37A/B/D). Dabei muss wiederum bemerkt werden, dass bei 
HPLC-Analyse dieses Hämolysates im Falle der Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] mit der PRP-3 
Säule die Aktivitätsbilanz nicht korrekt ist. Deshalb wird vermutet, dass hier eine weitere Komponente 
entsteht, die unter den gewählten Bedingungen nicht eluiert wird. 
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Abb. 37: HPLC-Chromatogramme zu Hämolyse-und Austauschexperimenten (Aktivitätsdetektion) 
A.) Komplex Tc13b nach 5 min Inkubation im Rattenblut, Plasmaüberstand 
B.) Komplex Tc13b nach 5 min Inkubation im Rattenblut, Hämolysat 
A. B.
C. D.
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C.) Komplex Tc13b im Plasmaüberstand nach Austauschversuch 
D.) Komplex Tc13b nach 120 min Inkubation im Rattenblut, Hämolysat 
3.2.2.6 Speziesunterschiede zwischen Ratte und Mensch im Stabilitätsverhalten der 
3+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc im Blut 
 
Bekanntlich können sich die verschiedenen Säugetierspezies erheblich in ihrem Stoffwechsel 
unterscheiden. Dabei ist die enzymatische Grundausstattung der einzelnen Spezies zwar oft analog, 
aber die einzelnen Enzymaktivitäten und -spezifitäten, deren Regulation sowie die Verteilung und 
Konzentration der Enzyme in den Geweben können stark variieren. Daher können sich auch 
Verteilung, Akkumulation und Metabolismus von 99mTc-Radiotracern in den einzelnen Spezies völlig 
unterschiedlich verhalten, was dazu führen kann, dass ein im Tiermodell Ratte ungeeignet 
erscheinender Radiotracer im Menschen trotzdem in der Lage ist, die gewünschte Fragestellung zu 
beantworten [102]. Besonders beim Metabolismus in den Erythrozyten existieren große 
Speziesunterschiede zwischen Ratte und Mensch [144, 145]. Im allgemeinen ist aus der Literatur 
bekannt, dass die Erythrozyten der Ratte eine höhere Affinität zu hydrophoben organischen 
Substanzen zeigen als die des Menschen. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass sich die 
Erythrozyten beider Spezies deutlich in der Aufnahme flüchtiger organischer Verbindungen 
unterscheiden [147].  
Desweiteren unterscheiden sich die Erythrozyten beider Spezies bezüglich ihrer intrazellulären 
Mechanismen zum Erhalt der Redoxhomöostase [146, 148, 149]. Dabei spielt die Beteiligung freier 
Thiolgruppen des Hämoglobins zur Steigerung der Effizienz der Rückreduktion des GSSG zu GSH 
bei oxidativem Stress bei der Ratte eine wesentlich größere Rolle als beim Menschen. 
 
Reaktion:      Hämoglobin-SH   + GSSG      →     Hämoglobin-S-SG   + GSH 
 
Beim Menschen erfolgt die Rückreduktion des GSSG mit derselben Effizienz wie in der Ratte, wird 
hier aber durch ein effektiveres Enzymrepertoire erreicht.  
Augrund der bekannten Unterschiede hinsichtlich des Metabolismus in den Erythrozyten war es für 
die Beurteilung der In-vivo-Stabilität der 3+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc hinsichtlich einer 
nuklearmedizinischen Anwendung unabdingbar, diese auch im humanen Blut zu untersuchen. 
Dazu wurden in Analogie zu den Experimenten im Rattenblut von ausgewählten, potentiell 
rezeptorbindenden Komplexen die Stabilität und die Erythrozytenbindung in humanem Blut bzw. 
Plasma bestimmt. Beide Komplextypen waren im humanen Plasma ebenso wie im Rattenplasma 
prinzipiell stabil, wobei man den Eindruck gewinnt, dass sich die Komplexe im humanen Plasma 
etwas stabiler verhalten, als im Rattenplasma. Dabei ist die Instabilität der Komplexe im Plasma 
hinsichtlich ihrer Bindung an Plasmaproteine zu verstehen. Nicht erklärbar ist die verhältnismäßig 
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geringe Stabilität des Komplexes Tc7a im Plasma, welche möglicherweise der etwas abweichenden, 
komplizierten Struktur des monodentaten Liganden geschuldet ist. 
 
Tabelle 8:  Stabilitäten der  99mTc-Komplexe im Plasma von Ratte und Mensch nach 120 min bei 37°C (n = 2) 
Komplex Tc6a Tc6b Tc7a Tc7b Tc13a Tc13b 
Plasma Ratte 81 ± 5 92 ± 2 48 ± 8 98 ± 2 87 ± 2 87 ± 2 
Plasma Mensch 93 ± 2 98 ± 2 67 ± 2 98 ± 2 96 ± 2 98 ± 2 
 
Im humanen Blut beobachtet man in Analogie zum Rattenblut einen Zerfall der untersuchten 
Komplexe. Dabei findet man bei den Komplexen des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] im humanen Blut 
ebenfalls genau einen Metaboliten bei einem Rt-Wert von 5,4 min. Bei den Komplexen des Typs 
[TcO(SSS)(SR)] hingegen findet man in Analogie zum Rattenvollblut im HPLC-Chromatogramm 
neben dem Metaboliten bei 5,4 min noch mindestens eine weitere, plasmagebundene Komponente. 
Auch im humanen Blut verläuft die Umsetzung der Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] wesentlich 
schneller als die der Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(SR)]. Es ist daher anzunehmen, dass im 
Humanblut prinzipiell die gleiche Umwandlung der 3+1 99mTc- Gemischligandkomplexe mit GSH 
unter Substitution des monodentaten Liganden stattfindet wie im Rattenblut (Abb. 38). 
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Abb. 38: HPLC-Chromatogramme (Aktivitätsdetektion) 
A. Komplex Tc13b nach 120 min Inkubation im Humanblut, Plasmaüberstand 
B. Komplex Tc13b nach 120 min Inkubation im Rattenblut, Plasmaüberstand 
 
Allgemein verläuft die Umsetzung im humanen Blut jedoch wesentlich langsamer als im Rattenblut 
(Abb. 38), obwohl für beide Blutproben annähernd der gleiche Glutathiongehalt (1,1 mM im 
Rattenblut / 0,95 mM Humanblut) bestimmt wurde. So können bei Komplexen des Typs 
[TcO(SNMeS)(SR)] nach 120 min Inkubation im Humanblut noch ca. 90% des Ausgangskomplexes 
im Plasmaüberstand erhalten sein, während man bei der Ratte nach 120 min nur noch zu 20% den 
Ausgangskomplex vorfindet. Damit könnten die Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] trotz der 
A. B.
 
 
 
62
relativ raschen Umsetzung im Rattenblut für eine nuklearmedizinische Anwendung am Menschen 
durchaus von ausreichender Stabilität sein.  
Auffällig ist die wesentlich niedrigere Erythrozytenbindung sowohl im Humanblut als auch in der 
plasmafreien Suspension humaner Erythrozyten verglichen mit der Ratte. Dabei sind die Tendenzen 
zwischen den Komplexen des Typs [TcO(SSS)(SR)] und [TcO(SNMeS)(SR)] ähnlich wie im 
Rattenblut. In plasmafreier Erythrozytensuspension findet man auch bei Menschen allgemein höhere 
Werte als im Blut, wobei sich beide Komplextypen nur unwesentlich unterscheiden. Wie auch beim 
Rattenblut ist die Erythrozytenbindung im Humanblut bei den stabileren Komplexen des Typs 
[TcO(SNMeS)(SR)] niedriger als bei den Komplexen des Typs [TcO(SSS)(SR)].  
 
Tabelle 9: Vergleich Erythrozytenbindung und Stabilität im Blut von Ratte und Mensch, HK 42 
 
Erythrozytenbindung 
 
%Ausgangskomplex 
 
 
 
Komplex 
 
 
t[min] 
 
Rattenblut 
 
Erythrozyten-
suspension 
Ratte 
 
Humanblut 
 
Erythrozyten-
suspension 
Human 
 
im 
Plasmaüber-
stand des 
Rattenblutes 
 
im 
Plasmaüber-
stand des 
Humanblutes 
Tc6a 
 
5 
120 
67 
26 
79 
72,5 
15 
13 
45 
29 
< 5% 
< 5% 
93 
12 
Tc6b 5 
120 
19 
48,5 
64 
70 
4 
4 
42,5 
33 
87 
14 
97 
91 
Tc7a 5 
120 
64 
28 
71 
58 
20 
25 
42 
40 
10 
< 5% 
80 
< 5% 
Tc7b 5 
120 
32 
40 
52 
57 
7 
11 
19 
25 
95 
20 
100 
95 
Tc13a 5 
120 
67 
34 
69 
57 
9 
9 
30 
15 
24 
< 5% 
92 
< 5% 
Tc13b 5 
120 
24 
47 
67 
69 
5 
4 
57 
39 
90 
20 
100 
84 
 
Allgemein bestätigt sich beim Vergleich der 99mTc-Komplexe im Humanblut und im Rattenblut die 
bereits unter 3.2.2.5 diskutierte Korrelation zwischen Erythrozytenaufnahme und Stabilität der 
Komplexe im Blut.  
Man kann davon ausgehen, dass eine Ursache für die höhere Stabilität der 3+1 99mTc-Komplexe im 
Humanblut im Unterschied zum Rattenblut auf die stark verringerte Aufnahme durch die Erythrozyten 
zurückzuführen ist. Dies kann seine Ursache sowohl in einer erschwerten Diffusion durch die 
Erythrozytenmembran als auch in stärkeren hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Plasma und 
Komplex haben. Hier scheinen beide Prozesse eine Rolle zu spielen. Da bereits in der plasmafreien 
Suspension humaner Erythrozyten die Erythrozytenbindung geringer ist als in der Ratte kann man 
schließen, dass die 3+1 99mTc-Komplexe in die humanen Erythrozyten langsamer hinein diffundieren 
als in die Rattenerythrozyten. Dieses Ergebniss würde sich mit der in der Literatur beschriebenen 
geringeren Affinität der humanen Erythrozyten zu hydrophoben Substanzen decken [147]. Aber auch 
hier muss man wieder davon ausgehen, dass auch die unterschiedliche Bindung der Komplexe des 
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Typs [TcO(SSS)(SR)] und [TcO(SNMeS)(SR)] sowohl an humane als auch an Blutproteine der Ratte 
einen Einfluss auf die Verteilungsgleichgewichte zwischen Plasma und Erythrozyten ausübt. 
3.2.2.7 Untersuchungen zur Bindung von 3+1 Gemischligandkomplexen des 99mTc und deren 
Metaboliten an Blutproteine 
 
Wie in den vorangegangenen Abschnitten bereits festgestellt wurde, scheint für das Verhalten der 
3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe im Blut besonders im Falle von [TcO(SSS)(RS)] neben dem 
Umsatz mit Glutathion die Bindung an Blutproteine eine Rolle zu spielen. Assoziationen mit 
Blutproteinen beeinflussen einerseits die Bioverfügbarkeit von Radiotracern und können andererseits 
zu einer Erhöhung des Blutpools führen, was sich negativ auf das Target-Nontargetverhältnis 
auswirkt. Zur Untersuchung des Bindungsverhaltens von 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen an 
Blutproteine wurden daher exemplarisch mit den instabilsten Komplexen Tc3a/b und den Komplexen 
Tc14a/b Inkubationsstudien mit Plasma und Hämolysat sowie Lösungen von Albumin und 
Hämoglobin von Ratte und Mensch durchgeführt. 
Zur Analytik wurde Reversed-phase-HPLC unter Nutzung einer Supelguard-Säule verwendet. Unter 
den gewählten HPLC-Bedingungen werden dabei die Komplexe Tc3a/b und deren Metaboliten mit 
GSH bei einer Retentionszeit von 0,7 bis 1,0 min eluiert, während Albumin zwischen 8,0 und 9,5 min 
und Hämoglobin zwischen 10,5 min und 11,5 min eluiert wird (Abb. 39). Weitere 
Proteinkomponenten des Plasma werden zwischen 11 und 15 min eluiert. 
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Abb. 39: HPLC-Chromatogramme (Supelguard linearer Gradient (t[min]/%B): (5/5),(15/60), (5/60), 
A=Isopropanol/0,1%TFA (10/90), B= Isopropanoll/0,1% TFA (90/10)/ UV-Detektion (220 nm) 
A.) Rattenalbumin 
B.) Rattenhämoglobin  
 
Dabei ist unter diesen Bedingungen keine Unterscheidung zwischen den Ausgangskomplexen Tc3a/b 
und Tc14a/b möglich, was für diese Experimente auch nicht notwendig ist, da die beiden zu 
untersuchenden Komplexspezies hier separat eingesetzt werden.
 
A. B.
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Bindung an Proteinkomponenten des Plasma 
 
Menschliches Plasma enthält pro Liter 900-910 g Wasser, 65-80 g Protein und 20 g niedermolekulare 
Substanzen. Dabei stellt Albumin ca. 60% des Plasmaproteins dar, während sich die anderen Proteine 
wie folgt verteilen: 
α1-Globuline (α1-Glycoprotein, α1-Lipoprotein) = 4% 
α2-Globuline (Ceruloplasmin, α2-Makroglobulin, α2-Haptoglobulin) = 7 % 
β- Globuline (Transferrin, β- Lipoprotein, Fibrinogen) = 12 % 
γ - Globuline (Immunglobuline IgG, IgA, IgM, IgE) = 17 % 
 
 
Zur Untersuchung des Bindungsverhaltens von 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen an 
Plasmaproteinkomponenten wurden die Komplexe Tc3a/b bzw. Tc14a/b für 30, 60 bzw. 120 min in 
einer 2% igen Lösung von Ratten- bzw. Humanalbumin sowie im Plasma beider Spezies inkubiert und 
anschließend der HPLC-Analyse zugeführt. Dabei beobachtet man beim Komplex Tc3b und dessen 
Metaboliten Tc14b weder im Plasma noch in einer Lösung kommerziell erhältlichen Albumins eine 
Bindung zu Proteinbestandteilen, d.h. die über Aktivitätsdetektion nachweisbaren 99mTc-Komplexe 
und die bei 220 nm detektierbaren Proteinkomponenten werden in der HPLC deutlich voneinander 
getrennt eluiert (Abb. 40A/B, Tabelle 8). Im Unterschied dazu beobachtet man beim Komplex Tc3a 
und Tc14a eine im Zeitverlauf ansteigende Koelution mit Proteinbestandteilen des Plasma 
(Abb. 40D). Im Falle der Ratte wird dabei der meiste Teil der Radioaktivität mit der Albuminfraktion 
eluiert. Eine weitere radioaktiv markierte Komponente wird bei 13-14 min eluiert, wobei es sich 
wahrscheinlich um γ - Globuline handelt. 
Bei Inkubation des Komplexes Tc3a bzw. Tc14a in einer Lösung von kommerziell erhältlichem 
Albumin beobachtet man ebenfalls die Bindung des Ausgangskomplexes an Albumin (Abb. 40C). Es 
ist anzunehmen, dass es sich bei der Markierung von Plasmaproteinen durch 3+1 99mTc-
Gemischtligandkomplexe um eine sehr feste, möglicherweise kovalente Bindung handelt, die sich in 
ihrer Natur deutlich von den üblicherweise als Proteinbindung bezeichneten Wechselwirkungen 
unterscheidet. Die auf hydrophoben Wechselwirkungen beruhende Proteinbindung im klassischen 
Sinne wird unter den gegebenen HPLC-Bedingungen nicht erkannt. 
Als Kontrollexperiment wurde das kommerziell erhältliche 99mTc-Tetrafosmin (99mTc-Myoview, 
Amersham) 120 min im Plasma der Ratte inkubiert und anschließend mittels HPLC analysiert. Dabei 
wurde das bei 6,3 min eluierte 99mTc-Tetrafosmin auch nach Inkubation im Plasma deutlich getrennt 
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von den Proteinkomponenten eluiert, was beweist, dass die Proteinbindung im klassischen Sinn unter 
den gewählten HPLC-Bedingungen aufgetrennt wird. 
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Aktivitätsdetektion
UV-Detektion
Retentionszeit in min
     B. 
0 2 4 6 8 10 12 14
Albumin
Plasmaprotein
Tc3b
 Aktivitätsdetektion
 UV-Detektion
Retentionszeit in min
C. 
0 2 4 6 8 10 12
Aktivität gebunden
Rattenalbumin
Tc3a
 Aktivitätsdetektion
 UV-Detektion
Retentionszeit in min
 D. 
0 2 4 6 8 10 12 14
gebundene
 Aktivität
Plasmaprotein
Albumin
Tc3a
Aktivitätsdetektion
UV-Detektion
Retentionszeit in min
Abb. 40: HPLC-Chromatogramme ( Supelguard linearer Gradient (t[min]/%B): (5/5),(15/60), (5/60) 
A=Isopropanol/0,1%TFA (10/90), B= Isopropanoll/0,1% TFA (90/10)/ 
A.) Tc3b nach 120 min in 2% Rattenalbumin 
B.) Tc3b nach 120 min in Rattenplasma 
C.) Tc3a nach 120 min in 2% Rattenalbumin 
D.) Tc3a nach 120 min in Rattenplasma 
 
Bei Betrachtung der Markierungsausbeuten nach unterschiedlichen Inkubationszeiten fällt auf, dass 
humanes Albumin etwas langsamer mit dem Komplex Tc3a bzw. Tc14a reagiert als das Albumin der 
Ratte. Im humanen Plasma liegen zwar nach 120 min wie auch im Rattenplasma 80% der 
Radioaktivität proteingebunden vor, allerdings ist hier die bevorzugt markierte Komponente nicht das 
Albumin, sondern die zwischen 13 und 14 min eluierten Proteinkomponenten (γ -Globuline). 
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Tabelle 10: Markierungsausbeuten nach Inkubation der Komplexe Tc3a/b bzw. [TcO(SES)(GS)] mit Plasma 
und Albumin von Ratte und Mensch 
 
Komplex 
Inkubations 
Zeit [min] 
 
Albumin 
Ratte [%] 
Albumin 
Human [%] 
Plasma 
Ratte [%] 
Plasma 
Human [%] 
 
Tc3a 
30 
60 
120 
 
60 
65 
70 
 
10 
10 
16 
 
44 
64 
82 
 
16 
40 
80 
 
 
Tc3b 
30 
60 
120 
< 2 
< 2 
< 2 
< 2 
< 2 
< 2 
< 2 
< 2 
< 2 
< 2 
< 2 
< 2 
 
 
[99mTcO(SSS/GS)] 
60 
120 
50 
60 
12 
12 
75 
87 
15 
12 
 
 
[99mTcO(SNMeS/GS)] 
60 
120 
< 2 
< 2 
< 2 
< 2 
< 2 
< 2 
< 2 
< 2 
 
 
Da gezeigt werden konnte, dass die Bindung der Komplexe Tc3a und Tc14a sowie auch der anderen 
Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] an Plasmaproteine zum Teil reversibel ist, ist anzunehmen, dass 
diese möglicherweise ebenfalls auf einer Ligandenaustauschreaktion des monodentaten Liganden 
gegen ein SH-haltiges Protein (Abb. 41) beruht.  
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Abb. 41: Reaktion der Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] mit SH-haltigen Proteinen 
 
Rattenserumalbumin sowie auch Humanserumalbumin verfügen beide über insgesamt 35 Cysteine in 
ihrer Aminosäuresequenz, wovon 34 Disulfidbrücken ausbilden und somit für die Sekundär- und 
Tertiärstruktur des Albumins mit verantwortlich sind. Jeweils eine Thiolgruppe bleibt bei beiden 
Spezies frei, wobei es sich um die hochkonservierte Position Cys34 handelt [152, 153, 156, 157]. Für 
diese freie SH-Gruppe wurde nachgewiesen, dass sie auch mit Disulfidverbindungen in Form eines 
Disulfid-Thiol-Austausches reagieren kann, was zur Bindung pharmakologisch interessanter 
Disulfidverbindungen an Albumin führt [135, 160].  
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Reaktion:    Albumin-SH  +  R-SS-R  →   Albumin-S-R  + RSH 
 
Möglicherweise ist genau diese freie SH-Gruppe des Albumins beider Spezies in der Lage, mit den 
instabilen Komplexen des Typs [TcO(SSS)(RS)] bzw. dessen Metaboliten [TcO(SSS)(GS)] unter 
Substitution des monodentaten Liganden zu reagieren.  
Die geringere Reaktivität des Komplexes Tc3a mit Humanalbumin im Vergleich zum Rattenalbumin 
könnte auf Unterschiede hinsichtlich Reaktivität, sterischer Abschirmung und pKa-Wert dieser freien 
SH-Gruppe zwischen Ratte und Mensch zurückzuführen sein, denn in der Literatur sind durchaus 
Speziesunterschiede im Konformationsverhalten und somit im Bindungsverhalten vom Albumin 
beschrieben [187, 188, 189]. 
Auch von der Gruppe der γ -Globuline ist bekannt, dass sie über freie Thiol-Gruppen verfügen [158, 
159], so dass auch die in Mensch und Ratte unterschiedlich starke Markierung dieser 
Proteinkomponente auf einer Ligandensubstitution des monodentaten Liganden durch eine dieser 
freien SH-Gruppen des Proteins beruhen könnte.  
 
Bindung an Hämoglobin 
 
Der in den Erythrozyten enthaltene rote Blutfarbstoff Hämoglobin dient dem Transport von Sauerstoff 
zu den Geweben und Organen sowie dem Abtransport des dort gebildeten Kohlendioxids. Dabei bildet 
Hämoglobin 98% des Proteinanteils des Erythrozyten und stellt somit neben Wasser dessen 
Hauptmasse dar. Das Hämoglobinmolekül besteht aus 4 Polypeptidketten (zwei α-Ketten und zwei β-
Ketten) mit je einer Häm-Komponente als prosthetische Gruppe.  
Da gezeigt wurde, dass besonders labile 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe an Proteinkomponenten 
des Plasma binden können, ist anzunehmen, dass diese Komplexe nach Diffusion in den Erythrozyten 
ebensolche Bindungen zum Hämoglobin der Erythrozyten ausbilden können. Zur Untersuchung dieses 
Sachverhaltes wurden die Komplexe Tc3a/b bzw. Tc14a/b in Lösungen kommerziell erhältlichen 
Hämoglobins sowie in Hämolysaten von Ratte und Mensch inkubiert und anschließend mittels HPLC 
analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass prinzipiell auch eine Bindung an Hämoglobin möglich 
ist, was in Analogie zum Plasma durch eine zeitlich ansteigende Koelution der Radioaktivität mit der 
bei 220 nm detektierbaren Proteinkomponente nachgewiesen wurde. Hämoglobin wird von der PRP-3 
Säule nicht eluiert, was dazu geführt hat, dass in Hämoglobin enthaltenden Proben 
(Erythrozytensuspension, Hämolysat) besonders im Fall der Komplexe [TcO(SSS)(RS)] dieser 
gebundene Radioaktivitätsanteil nicht mit erfasst wurde. 
Der Komplex Tc3a sowie dessen Metabolit Tc14a geht mit dem Hämoglobin der Ratte sowohl im 
Hämolysat als auch in Lösung kommerziell erhältlichen Hämoglobins schnell eine feste Bindung ein. 
Wesentlich langsamer erfolgt die Bindung beider Komplexspezies an humanes Hämoglobin (Abb. 42). 
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Die stabileren Komplexe Tc3b und Tc14b zeigen nur im Hämolysat der Ratte eine Tendenz zur 
Bindung an Hämoglobin, die dabei deutlich geringer ist als bei den Komplexen Tc3a und Tc14a. 
 
 A. 
0 2 4 6 8 10 12 14
gebundene 
Radioaktivität
Hämoglobin
Albumin
Tc3a
 Aktivitätsdetektion
 UV-Detektion
Retentionszeit in min
B. 
0 2 4 6 8 10 12 14
Hämoglobin
Albumin
Tc3a
Aktivitätsdetektion
 UV-Detektion
Retentionszeit in min
Abb. 42: HPLC-Chromatogramme ( Supelguard ) 
A.) Tc3a nach 30 min im Ratten-Hämolysat  
B.) Tc3a nach 30 min im Human-Hämolysat  
 
 
Allgemein lässt sich ableiten, dass die stabileren Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(RS)] bzw. 
[TcO(SNMeS)(GS)] im Gegensatz zu den Komplexen des Typs [TcO(SSS)(RS)] bzw. 
[TcO(SSS)(GS)] wesentlich langsamer bzw. überhaupt nicht mit dem Hämoglobin der Erythrozyten 
reagieren. Grundsätzlich reagiert humanes Hämoglobin wenn überhaupt, wesentlich langsamer als das 
Hämoglobin der Ratte mit den untersuchten 99mTc-Komplexen. 
 
Tabelle 11: Markierungsausbeuten nach Inkubation der Komplexe Tc3a/b bzw. [TcO(SES)(GS)] mit Hämolysat 
und Hämoglobin (0,4%) von Ratte und Mensch 
 
Komplex 
 
Inkubations 
Zeit [min] 
Hämoglobin 
Ratte [%] 
 
Hämoglobin 
Human [%] 
 
Hämolysat 
Ratte [%] 
 
Hämolysat 
Human [%] 
 
 
Tc3a 
5 
30 
120 
48 
84 
94 
 
0 
6 
24 
 
92 
92 
93 
0 
7 
7 
 
 
Tc3b 
5 
30 
120 
0 
< 2 
< 5 
0 
< 2 
< 2 
9 
63 
78 
0 
< 2 
< 2 
 
 
[99mTcO(SSS/GS)] 
30 
60 
120 
43 
62 
72 
- 
23 
30 
66 
76 
74 
12 
20 
20 
 
 
[99mTcO(SNMeS/GS)] 
30 
60 
120 
< 2 
4 
< 2 
< 2 
< 2 
< 2 
10 
17 
19 
< 2 
< 2 
< 2 
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Auch beim Hämoglobin kann man in Analogie zum Albumin davon ausgehen, dass die Bindung der 
3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe auf einer Substitutionsreaktion des monodentaten Liganden 
gegen freie SH-Gruppen des Proteins beruht. In dieser Hinsicht ist es auch verständlich, dass die im 
Challengeexperiment gegenüber konkurrierenden SH-Gruppen instabileren Komplexe des Typs 
[TcO(SSS)(RS)] und dessen Metaboliten mit GSH [TcO(SSS)(GS)] auch gegenüber den SH-Gruppen 
des Hämoglobins eine höhere Reaktivität und somit eine schnellere Bindung zeigen als die 
entsprechenden Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(RS)]. 
Humanes Hämoglobin besitzt zwei freie SH-Gruppen pro Hämoglobintetramer, und zwar auf jedem β-
Polypeptidstrang eine an Position Cys93. Das Hämoglobin der Ratte besitzt hingegen 3 freie SH-
Gruppen auf dem α-Polypeptidstrang (Cys13, Cys104 und Cys111) und zwei freie SH-Gruppen auf 
dem β-Polypeptidstrang (Cys93 und Cys125). Die Cysteinreste 104 und 111 der α-Kette befinden sich 
dabei im Interface zwischen den Polypeptidketten des tetrameren Hämoglobinmoleküls und sind somit 
schwer zugänglich [137]. Für die hochkonservierte SH-Gruppe der β-Kette Cys93 wurden in Analogie 
zum Albumin bereits für beide Spezies Disulfid-Thiol-Austauschreaktionen mit Disulfidverbindungen 
nachgewiesen [135, 148, 149, 150]. Es wäre also denkbar, dass diese freien reaktiven SH-Gruppen in 
Analogie zum GSH in der Lage sind, gegen den monodentaten Liganden von 3+1 99mTc-
Gemischtligandkomplexen auszutauschen. 
Titrationsversuche der freien SH-Gruppen des Rattenhämoglobin mit DTNB haben gezeigt, dass man 
diese hinsichtlich ihrer Reaktivität in drei Gruppen einteilen kann, und zwar in sehr schnell 
reagierende (fHbSH), langsam reagierende (sHBSH) und sehr langsam reagierende (vsHbSH) SH-
Gruppen [137]. Dabei fällt die SH-Gruppe Cys93 des humanen Hämoglobins in die Gruppe der 
langsam reagierenden Thiolgruppen. Sehr schnell reagierende SH-Gruppen hingegen wurden nur im 
Hämoglobin der Ratte nachgewiesen, wobei Cys125 die reaktivste SH-Gruppe darstellt, gefolgt von 
Cys93 und Cys13. Es konnte gezeigt werden, dass der für die Ratte typische Thiol-Disulfidaustausch 
zwischen GSSG und den SH-Gruppen des Hämoglobin zur Regeneration von GSH bei oxidativem 
Stress nur an diesen, sehr schnell reagierenden SH-Gruppen stattfindet. Die Reaktivität einer SH-
Gruppe im Protein wird im allgemeinen von ihrem pKa-Wert bestimmt, welcher wiederum durch das 
spezielle Mikromilieu im Protein an der jeweiligen Position beeinflusst wird. 
Es liegt also auf der Hand, dass zum einen das Vorhandensein einer größeren Anzahl freier SH-
Gruppen und zum anderen deren nachgewiesen höhere Reaktivität für das unterschiedliche 
Bindungsverhalten von Rattenhämoglobin und Humanhämoglobin zu den Komplexen Tc3a und 
[TcO(SSS)(GS)] verantwortlich sind. Dabei sind die Speziesunterschiede im Bindungsverhalten 
zwischen Human- und Rattenhämoglobin vermutlich mitverantwortlich für die unter 3.2.2.6 
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gefundenen Speziesunterschiede zwischen Ratte und Mensch hinsichtlich Stabilität und 
Erythrozytenbindung von 3+1 99mTc-Gemischligandkomplexen. 
Die Tatsache, dass Komplex Tc3b und [TcO(SNMeS)(GS)] in einer wässrigen Lösung von 
Rattenhämoglobin keine Bindung zeigen, während man im Hämolysat der Ratte doch eine Bindung 
feststellt, kann seine Ursache in pH-und Millieuunterschieden beider Lösungen haben. 
Möglicherweise spielt in dieser Hinsicht auch das zusätzliche Vorhandensein von Enzymen und von 
Glutathion im Hämolysat eine Rolle. 
 
3.2.2.8 Zusammenfassung des Metabolismus von 3+1 Gemischtligandkomplexen des 99mTc im Blut 
 
[TcO(SNMeS)(SR)] 
 
Zusammenfassend lässt sich der Metabolismus der Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(RS)] im Blut 
wie folgt beschreiben. Der im Plasma stabile Ausgangskomplex [TcO(SNMeS)(RS)] diffundiert in 
den Erythrozyten, wo er mit GSH unter Austausch des monodentaten Liganden zum Komplex 
[TcO(SNMeS)(GS)] reagiert, welcher sich bei pH=7 anionisch verhält. Erythrozyten sind für 
anionische Verbindungen permeabel, weshalb auch der Metabolit [TcO(SNMeS)(GS)] die 
Erythrozyten wieder verlassen kann. Besonders instabile Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(RS)] 
können im Rattenerythrozyten in gleicher Weise mit den freien SH-Gruppen des Hämoglobin 
reagieren, was zu einer festen Bindung an selbiges führt. Im humanen Erythrozyten tritt keine Bindung 
ans Hämoglobin auf. Die Geschwindigkeit des Umsatzes der 99mTc-Komplexe hängt dabei zum einen 
von der Diffusionsgeschwindigkeit in den Erythrozyten und zum anderen von deren Reaktivität 
gegenüber GSH ab. Die moderate Reaktivität der Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(RS)] in 
Kombination mit ihrer sehr geringen Aufnahme in humane Erythrozyten führt dazu, dass man bei 
Inkubation dieser Komplexe im humanen Blut nach 120 min noch 80-95% des Ausgangskomplexes 
vorfindet. Weiterhin zeigt dieser Komplextyp zumindest im Menschen keine unspezifische Bindung 
zu Blutproteinen. Daher könnten 3+1 99mTc-Gemischligandkomplexe des Typs [TcO(SNMeS)(RS)] 
für eine nuklearmedizinische Anwendung am Menschen durchaus noch von geeigneter Stabilität sein. 
 
[TcO(SNMeS)(SR)] [TcO(SNMeS)(SR)]
[TcO(SNMeS)(SG)] [TcO(SNMeS)(SG)]
Plasma
Erythrozyt
+Hb
[Tc-Hb]
GSH
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Abb. 43: Metabolismus der Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(RS)] im Blut 
[TcO(SSS)(SR)] 
 
Komplizierter hingegen gestaltet sich das Verhalten der Komplexe des Typs [TcO(SSS)(RS)] im Blut. 
Auch hier diffundiert der Ausgangskomplex [TcO(SSS)(RS)] in die Erythrozyten und wird dort sehr 
schnell mit GSH zum Metaboliten [TcO(SSS)(GS)] umgesetzt. Parallel dazu aber können 
Ausgangskomplex [TcO(SSS)(RS)] und Metabolit [TcO(SSS)(GS)] aufgrund ihrer hohen Reaktivität 
gegenüber SH-Gruppen sowohl mit Plasmaproteinen als auch mit dem Hämoglobin der Erythrozyten 
unter Austausch des monodentaten Liganden reagieren, was zu einer festen Bindung an diese Proteine 
führt. Dabei verläuft die Reaktion der Komplexe mit GSH wesentlich schneller als die Reaktion mit 
Blutproteinen, weswegen diese eher sekundärer Natur sein sollte. Im allgemeinen ist auch hier die 
Tendenz der Komplexe zur Bindung an Blutproteine im Menschen wesentlich geringer ausgeprägt als 
in der Ratte. Die hohe Reaktivität dieses Komplextyps gegenüber GSH in Kombination mit dessen 
hoher Erythrozytenaufnahme in der Ratte führt dazu, dass man bereits nach 2-5 min Inkubation im 
Blut in der Ratte keinen Ausgangskomplex mehr nachweisen kann. Im menschlichen Blut verhält sich 
auch dieser Komplextyp aufgrund der geringeren Erythrozytenaufnahme etwas stabiler; hier ist 
spätestens nach 120 min Inkubation kein Ausgangskomplex mehr detektierbar. Für die Komplexe des 
Typs [TcO(SSS)(SR)] lässt sich aufgrund ihrer hohen Reaktivität gegenüber GSH und ihrer hohen 
Tendenz zur Bindung an Blutproteine schlussfolgern, dass dieser Komplextyp zumindest für eine 
Anwendung hinsichtlich rezeptorbindender Radiotracer untauglich sein dürfte. 
 
[TcO(SSS)(SR)]
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Abb. 44: Metabolismus der Komplexe des Typs [TcO(SSS)(RS)] im Blut 
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3.2.2.9 Stabilitätsuntersuchung von 3+1 Gemischtligandkomplexen des 99mTc in Organhomogenaten 
 
Wie in den vorangegangenen Abschnitten gezeigt werden konnte, ist der Ligandenaustausch des 
monodentaten Liganden gegen Glutathion die Hauptmetabolisierungsreaktion der 3+1 99mTc-
Gemischtligandkomplexe im Blut. Da in den Organen die Glutathionkonzentration intrazellulär 
teilweise wesentlich höher sein kann als im Blut (Leber 7,0 mM, Hirn 2,3 mM, Lunge 1,6 mM) ist 
anzunehmen, dass der Anteil an intaktem Ausgangskomplex, der sein Targetorgan erreicht, spätestens 
dort mit Glutathion umgesetzt wird. Um zu überprüfen, ob die im Blut festgestellte Metabolisierung 
der 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe mit GSH auch in Organen stattfindet und ob weitere 
organspezifische Reaktionen auftreten können, erfolgten Untersuchungen anhand der Komplexe 
Tc3a/b, Tc6a/b und Tc13a/b in verschiedenen Organhomogenaten der Ratte.  
Dazu wurden die Organe in eiskaltem Sörensen-Phosphatpuffer 0,1 M pH = 7,4 1:10 verdünnt, 
homogenisiert und portioniert eingefroren (siehe Experimenteller Teil). An jedem Versuchstag wurden 
dann die benötigten Homogenate bei Raumtemperatur aufgetaut und sofort mit 2-3 MBq des 
gereinigten 99mTc-Komplexes versetzt. Die Homogenate wurden dann bei 37°C inkubiert und 
anschließend abzentrifugiert. Der so erhaltene wässrige Überstand (Überstand 1) wurde abgetrennt 
und sofort der HPLC-Analyse zugeführt. Das verbleibende Pellet wurde dann mit H2O resuspendiert 
und anschließend mit Acetonitril extrahiert. Der klare Acetonitrilextrakt (Überstand 2) wurde 
ebenfalls mittels HPLC analysiert. Auf diese Weise gelingt es auch die im Pellet verbleibende 
Aktivität zum großen Teil zu extrahieren, so dass man durch Analyse von Überstand 1 und 2 einen 
Überblick über die Aktivitätsverteilung von 80-95% der gesamten Radioaktivität der Probe erhält 
(Abb. 45). 
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Abb. 45: Untersuchung der 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe in Organhomogenaten 
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Zum GSH-Gehalt von Organhomogenaten 
 
Da anzunehmen ist, dass die Umsatzgeschwindigkeit der 99mTc-Komplexe in Organhomogenaten stark 
von dessen GSH-Gehalt abhängt, wurde dieser für drei verschiedene Homogenatpräparationen nach 
dem Auftauen bestimmt und für ein Beispiel mit dem GSH-Gehalt vor dem Einfrieren verglichen. 
 
Tabelle 12: GSH-Gehalt unterschiedlicher Präparationen von Organhomogenaten 
 Präparation 1        
GSH [mM] 
Präparation 2        
GSH [mM] 
Präparation 3        
GSH [mM] 
Präpration 3 (vor 
Einfrieren) GSH 
[mM] 
Lunge 0,031 ± 0,002 u.d.N.* 0,011 ± 0,002 0,18 ±  0,03 
Leber 0,41 ± 0,05 0,355 ± 0,003 0,42 ± 0,026 0,533 ± 0,003 
Hirn 0,042 ± 0,002 0,068 ± 0,005 0,109 ± 0,005 0,176 ± 0,004 
*unter der Nachweisgrenze 
 
Dabei fällt auf, dass der GSH-Gehalt verschiedener Homogenatpräparationen starken Schwankungen 
unterliegt, obwohl diese stets nach demselben Regime durchgeführt wurden. Am größten sind dabei 
die Unterschiede zwischen den einzelnen Homogenatpräparationen von Lunge und Hirn, während die 
GSH-Werte der Leber noch vergleichbar sind. Desweiteren ist festzustellen, dass bereits der Prozess 
des Einfrierens und Auftauens einen starken Verlust des GSH zufolge hat. 
In den Organhomogenaten unterliegt das GSH einerseits der schnellen Oxidation zu GSSG und 
andererseits einem starken Abbau durch die γ -Glutamyltranspeptidasereaktion [131]. Deshalb können 
geringe experimentelle Unterschiede, wie z.B. die Zeitdauer der Homogenatpräparation und Auftau- 
und Einfrierzeiten an den einzelnen Versuchstagen, einen großen Einfluss auf die letztendlich 
vorliegende GSH-Konzentration im Homogenat haben. Der GSH-Verlust in Homogenaten kann zwar 
durch Ansäuern der Probe und Proteinfällung (z.B. Metaphosphorsäure oder Sulfosalicylsäure) 
unterbunden werden, allerdings würden dann auch organspezifische Enzymreaktionen gehemmt und 
somit das Ziel der Untersuchungen in Homogenaten verfehlt. 
Aus genannten Gründen ist es nicht möglich, identische Startkonzentrationen an GSH in den einzelnen 
Organhomogenaten an verschiedenen Versuchstagen für die Inkubation der 99mTc-Komplexe zu 
gewährleisten. Daher sind keine vergleichenden Aussagen hinsichtlich der unterschiedlichen 
Reaktionsgeschwindigkeiten der einzelnen 99mTc-Komplexe in den unterschiedlichen Homogenaten, 
sondern nur rein qualitative Aussagen zum Verhalten der 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe in 
Organhomogenaten möglich. 
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Verhalten von 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen in Organhomogenaten 
 
Bei Inkubation der 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe in Organhomogenaten kommt es in allen drei 
untersuchten Homogenaten (Leber, Lunge, Hirn) sowohl bei den Komplexen des Typs 
[TcO(SSS)(SR)] als auch bei den Komplexen des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] zur Umwandlung zu nur 
einem, wesentlich hydrophilerem Metabolitem, der in der in Analogie zu den Untersuchungen im Blut 
bei einer Retentionszeit von ca. 5,4 min eluiert wird (Abb. 46A/C/D). Dies lässt darauf schließen, dass 
in den Organhomogenaten der Ratte und letztlich auch in den Organen des intakten Organismus die 
Reaktion der 3+1 99mTc-Komplexe mit GSH unter Substitution des monodentaten Liganden die 
wesentlichste, wenn nicht alleinige Umwandlung der 3+1 99mTc-Gemischligandkomplexe darstellt.  
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Abb. 46: HPLC-Chromatogramme zur Stabilität in Organhomogenaten (PRP-3, Aktivitätsdetektion) 
A.)  Ausgangskomplex Tc6a 
B.)  Komplex Tc 6a nach 30 min Inkubation im mit DEM gehemmten Hirnhomogenat (1:10) 
C.) Komplex Tc6a nach 30 min Inkubation im Hirnhomogenat bei 37°C; Überstand 1  
D.) Komplex Tc6a nach 30 min Inkubation im Hirnhomogenat bei 37°C; Überstand 2 
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Dabei spricht die Tatsache, dass 80-95% der eingesetzten Aktivität entweder als Ausgangskomplex 
[TcO(SES)(SR)] oder als Metabolit [TcO(SES)(GS)] aus dem Organhomogenat extrahierbar sind 
dafür, dass unspezifische kovalente Bindungen zu Proteinen der Homogenate hier von geringerer 
Bedeutung sind. 
Durch Hemmung des Glutathions mittels Vorinkubation der Homogenate mit Diethylmaleinsäure 
kann die Umwandlung der 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe in Analogie zu den Untersuchungen 
im Blut (Abb. 34) vollständig unterbunden werden (Abb. 46B ), was als Beweis für die Beteiligung 
des GSH an der Umwandlung dieser Komplexe in Organhomogenaten angesehen werden kann.  
Obwohl die beschriebene Methode keine quantitativen Aussagen zulässt, findet man beim Vergleich 
der verschiedenen Komplexe in den unterschiedlichen Homogenaten doch gewisse Unterschiede 
(Werte siehe Anhang). Es ist auffällig, dass die Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] in der Regel in 
allen Homogenaten vollständiger und schneller metabolisiert werden als die Komplexe des Typs 
[TcO(SNMeS)(SR)]. Bei Inkubation der Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] im Homogenat der 
Lunge und der Leber findet man bei allen drei untersuchten Beispielen nach 30 min weder im 
wässrigen Überstand 1 noch im Acetonitrilextrakt (Überstand 2 ) noch Ausgangskomplex vor. Eine 
Ausnahme bildet hier das Hirn, wo nach 30 min noch zwischen 20 und 35% Ausgangskomplex 
erhalten sind, die dann nach 60 min aber ebenfalls vollständig umgesetzt sind. Im Gegensatz dazu 
findet man bei Inkubation der Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] für alle drei Beispiele selbst 
nach 120 min Inkubation im Homogenat von Lunge und Leber noch Ausgangskomplex vor.  
Auch in den Organhomogenaten werden also die Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] schneller mit 
GSH umgesetzt als die des Typs [TcO(SNMeS)(SR)]. Auffallend ist weiterhin, dass die Komplexe 
Tc6b und Tc13b im Hirnhomogenat am schnellsten und vollständig reagieren, obwohl die 
Ausgangskonzentration an GSH in der Leber wesentlich höher ist. Sicherlich sind die in Homogenaten 
bestimmten Werte Ausdruck der Überlagerung einer Reihe von Effekten (unterschiedlicher Abbau des 
GSH in den verschiedenen Homogenaten, unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten der 
Komplexe mit GSH, unterschiedliche Wechselwirkung der Komplexe mit Proteinen der Homogenate 
und somit unterschiedliche Zugänglichkeiten der Komplexe für GSH, möglicherweise 
unterschiedliche enzymatische Unterstützung der Reaktion in den einzelnen Homogenaten), für deren 
Diskussion wesentlich umfangreichere Untersuchungen notwendig wären. 
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3.2.3 In-vivo Untersuchungen  von 3+1 Gemischtligandkomplexen des 99mTc 
 
3.2.3.1 In-vivo- Nachweis des Metaboliten  [TcO(SNMeS)(GS)] in der Ratte 
 
Um zu zeigen, dass die in vitro untersuchte Metabolisierung der 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe 
mit GSH unter Substitution des monodentaten Liganden auch in vivo relevant ist, sollte im folgenden 
versucht werden, den Metabolit [TcO(SNMeS)(GS)] in vivo nachzuweisen. Zum In-vivo-Nachweis 
wurden Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(RS)] gewählt, weil bei diesen Komplexen die Neigung zur 
unspezifischen Assoziation an Proteine geringer ist als bei den Komplexen des Typs [TcO(SSS)(GS)]. 
Die geringere Proteinbindung dieser Komplexklasse sollte eine bessere Extrahierbarkeit von Metabolit 
und Ausgangskomplex zur Folge haben. 
Dazu wurden 62 MBq des Komplexes Tc6b bzw. 50 MBq des Komplexes Tc13b in die Schwanzvene 
der Ratte injiziert. Nach 5 min Inkubation erfolgte die Tötung des Tieres durch Herzpunktion unter 
Etheranästhesie. Lunge, Leber und Hirn wurden entnommen, ausgewogen und die Radioaktivität 
gemessen (siehe Tabelle 13). Dabei war die Radioaktivitätsanreicherung im Hirn sowie auch die 
Radioaktivitätskonzentration im Blut (ca. 0,5 MBq / 4 ml) zu gering für Extraktion und Nachweis des 
Metaboliten. Die Lunge und Leber wurden mit eiskaltem Sörensenphosphatpuffer 0,1 M pH = 7,4 
versetzt und gründlich mittels Homogenisator und Ultraschallbehandlung homogenisiert. 
Anschließend wurde ein Teil des Homogenats (500 µl) abzentrifugiert und so Überstand 1 (zu trüb 
für HPLC-Analyse) gewonnen. Das Pellet wurde mit einem Gemisch aus 75% Acetonitril und 25% 
Sörensenphosphatpuffer extrahiert, abzentrifugiert und der klare Überstand 2 der HPLC zugeführt.  
 
Tabelle 13: Extraktion der Organhomogenate nach 5 min In-vivo-Inkubation der Komplexe Tc6b und Tc13b 
Komplex Organ Gewicht des 
Organs 
[g] 
Aktivität 
des  
Organs 
[MBq] 
Zugegebener 
Phosphat-
puffer 
[ml] 
Radio-
aktivitäts-
konzentration 
Überstand 1 
[MBq/ml] 
Radio-
aktivitäts-
konzentration 
Überstand 2 
[MBq/ml] 
*Metabolit 
Rt=5,2 min 
in Ü2       
[%] 
Tc6b Leber 11,9 9,05 47,5 0,182 ca. 0,06 ------ 
 Lunge 1,1 1,25 4,4 0,21 0,11 18 
 Hirn 1,4 0,27 ----- ----- ----- ----- 
Tc13b Leber 13,5 7,6 10 0,22 0,07 ----- 
 Lunge 1,4 2,7 2 0,46 0,37 11 
 Hirn 1,7 0,04 ----- ----- ----- ----- 
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Auch die Radioaktivitätskonzentration des Überstand 2 der Extraktion des Leberhomogenats war zu 
gering für die Analyse mittels HPLC, so dass letztlich für beide Komplexe nur der Überstand 2 aus der 
Extraktion der Lunge eine ausreichende Radioaktivitätskonzentration zur HPLC-Analyse aufwies. 
 
 
A. 
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Tc6b
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B. 
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Retentionszeit in min
 
Abb. 47: HPLC-Chromatogramme zur In-vivo- Metabolisierung (PRP-3, Aktivitätsdetektion) 
A.) Ausgangskomplex Tc6b 
B.) Komplex Tc6b nach 5 min In-vivo-Inkubation in der Ratte, Extrakt der Lunge, Überstand 2 
 
Wie in Abb. 47 stellvertretend für Tc6b gezeigt, entsteht auch bei In-vivo-Inkubation der 3+1 99mTc-
Komplexe in der Ratte ein hydrophiles Reaktionsprodukt, das aus dem Homogenat der Lunge 
extrahiert werden konnte und unter gegebenen HPLC-Bedingungen eine Retentionszeit von 5,2 min 
aufweist. Daraus lässt sich schließen, dass auch in vivo eine Reaktion der 3+1  99mTc-Komplexe mit 
GSH unter Austausch des monodentaten Liganden stattfindet, welche zumindest im Falle der 
Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] die maßgebliche Metabolisierungsreaktion darstellt. Im Falle 
der wesentlich instabileren Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] können, wie schon erwähnt, 
zusätzlich zum Umsatz mit GSH weitere Reaktionen mit freien SH-Gruppen von Proteinen auftreten, 
wodurch sich komplexere Zusammenhänge ergeben. 
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3.2.3.2 Organverteilung der Metaboliten [TcO(SES)(GS)] in der Ratte  
 
Ein zusätzlicher Beweis für die Identität der Metaboliten [TcO(SSS)(GS)] bzw. [TcO(SNMeS)(GS)] 
sollte eine identische Organverteilung des durch Umsatz eines beliebigen 3+1 99mTc-
Gemischtligandkomplexes mit GSH erzeugten Challengeproduktes, des bei Inkubation in plasmafreier 
Erythrozytensuspension erhaltenen Metaboliten und des synthetisch zugänglichen Komplexes 
[TcO(SES)(GS)] sein. Dazu wurden die Komplexe Tc6a und Tc6b einerseits mit GSH und 
andererseits in plasmafreier Erythrozytensuspension der Ratte umgesetzt. Desweiteren erfolgte die 
direkte Präparation der Komplexe [TcO(SSS)(GS)] bzw. [TcO(SNMeS)(GS)] nach der 
Standardprozedur der n.c.a.-Synthese für 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe. Die Organverteilung 
wurde für alle drei Präparationen für jeweils beide Komplextypen (E = S, NMe) nach 5 min in der 
Ratte bestimmt und die erhaltenen Werte verglichen. 
 
Tabelle 14: Organverteilung der unterschiedlich erzeugten Metaboliten [TcO(SES)(GS)] und der 
Bindungsprodukte von Tc3a an Blutproteine in 5-6 Wochen alten männlichen Wistar-Ratten nach 
5 min 
 
Reaktion Rt-Wert Produkt 
PRP3 
Blut 
%Dosis/g 
Lunge 
%Dosis 
Niere 
%Dosis 
Hirn 
%Dosis 
Leber 
%Dosis 
Erythrozyten
-bindung % 
[TcO(SSS)(SR)]+ 
GSH 
5,4min 1,8 1,1 16,3 0,12 25,8 5 
TcO(SNMeS)(SR)]+ 
GSH 
5,4min 1,0 1,2 21,2 0,16 22,2 4 
[TcO(SSS)(GS)] 
Synthese 
5,4min 2,3 1,3 28,8 0,11 18,0 - 
[TcO(SNMeS)(GS)] 
Synthese 
5,4min 1,5 1,0 24,3 0,10 17,1  
TcO(SSS)(SR)] 
+Erythrocyten-
suspension 
5,4min 4,8 1,7 6,8 0,18 36,5 4 
[TcO(SNMeS)(SR)]  
+Erythrocyten-
suspension 
5,4min 1,8 1,7 22,0 0,15 17,4 4 
Tc3a-RSA  6,7 3,0 4,5 0,33 16,4 -- 
Tc3a-RHb  4,5 6,2 5,5 0,21 46,4 -- 
Tc3a-RHM  4,1 1,8 6,2 0,17 45,9 -- 
Tc3b-RHM  7,5 5,6 6,1 0,43 24,9 -- 
 
Im Falle des Komplexes Tc6b ist die Organverteilung des Challengeproduktes mit GSH nach 5 min 
prinzipiell identisch mit der des durch Inkubation in Erythrozytensuspension erhaltenen Produktes und 
des synthetisch hergestellten Komplexes [TcO(SNMeS)(GS)], was als weiterer Beweis dafür 
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angesehen werden kann, dass das auf den drei verschiedenen Wegen erhaltene Produkt identisch ist. 
Für die Organverteilung aller drei Präparationen des Metaboliten [TcO(SNMeS)(GS)] nach 5 min ist 
dabei eine Hirnaufnahme zwischen 0,1 und 0.15%, eine Anreicherung in Lunge und Blut von 1-2% 
und eine äquivalente Anreicherung in Leber und Niere von ca. 17-25% typisch. Die Werte von Leber 
und Niere sprechen dafür, dass der Metabolit über beide Organe in gleichem Maße ausgeschieden 
wird. Desweiteren wird deutlich, dass der hydrophile geladene Metabolit keine signifikante 
Hirnaufnahme zeigt. Dieselbe nahezu identische Organverteilung zeigen auch das Challengeprodukt 
aus dem Umsatz des Komplexes Tc6a mit GSH und der präparierte Komplex [TcO(SSS)(GS)], was 
dafür spricht, dass die Organverteilung der Metaboliten [TcO(SES)(GS)] im Gegensatz zu den 
Ausgangskomplexen im wesentlichen durch den monodentaten Liganden Glutathion und weniger 
durch den tridentaten Liganden festgelegt ist.  
Eine deutlich abweichende Organverteilung zeigt das durch Inkubation des Komplexes Tc6a in 
plasmafreier Erythrozytensuspension erhaltene Produkt. Signifikant ist hier ein deutlich höherer 
Blutpool (4,8%Dosis/g) und eine Verringerung der Anreicherung in der Niere (6,8%) bei steigender 
Anreicherung in der Leber, was dafür spricht, dass das auf diesem Wege erzeugte Produkt im 
Gegensatz zu den anderen Präparationen bevorzugt über die Leber ausgeschieden wird. Aufgrund der 
bekannten Affinität der Komplexe Tc6a und [TcO(SSS)(GS)] zum Hämoglobin der Ratte muss man 
annehmen, dass hier ein großer Teil von Ausgangskomplex und Metabolit im Überstand der 
Erythrozytensuspension hämoglobingebunden vorliegt. Es wurde zwar für die Organverteilung der 
von den Erythrozyten abgetrennte, wässrige plasmafreie Überstand verwendet, wobei es sich aber nie 
ganz vermeiden lässt, dass ein Teil der Erythrozyten hämolysieren und Hämoglobin frei wird. Zur 
Klärung dieses Sachverhalts wurde zusätzlich die Organverteilung der unter 3.2.2.7 beschriebenen 
proteingebundenen Komponenten bestimmt. Dabei fällt auf, dass das durch Inkubation von Tc3a 
markierte kommerziell erhältliche Hämoglobin (Tc3a-RHb) dieselbe Organverteilung zeigt wie die 
durch Inkubation des Komplexes Tc3a im Hämolysat der Ratte erhaltene Komponente (Tc3a-RHM). 
Beide Komponenten zeigen einen Blutpool von ca. 4%Dosis/g, eine Anreicherung in der Niere nach 5 
min von 5-6% und eine Anreicherung in der Leber von ca. 46%. Aus diesen Werten geht hervor, dass 
beide radioaktiv markierte Proteinkomponenten identisch sind und dass es sich bei dem durch 
Inkubation des Komplexes Tc6a in plasmafreier Erythrozytensuspension der Ratte erhaltenem Produkt 
in der Tat hauptsächlich um markiertes Hämoglobin gehandelt hat. 
Desweiteren wurde die Organverteilung von mit Tc3a markiertem Rattenserumalbumin (Tc3a-RSA) 
nach 5 min Inkubation in der Ratte bestimmt, welche sich vom in gleicher Weise markierten 
Hämoglobin durch einen etwas höheren Blutpool (6,7 %Dosis/g) und eine geringere Anreicherung in 
der Leber (16,4%) unterscheidet. 
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3.2.3.3 Organverteilung ausgewählter 3+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc in der Ratte 
 
Zur vollständigen biologischen Charakterisierung eines potentiellen Radiotracers gehört im 
allgemeinen die Bestimmung von dessen Organverteilung in der Ratte. Die hieraus gewonnenen 
Erkenntnisse über Verteilung, Hirngängigkeit und Clearanceverhalten einer Substanzklasse sind 
unerlässlich für deren weitere Optimierung bis hin zum in der Klinik einsetzbaren Radiotracer. Aus 
diesem Grunde wurde auch die Organverteilung einiger ausgewählter rezeptorbindender 3+1 99mTc-
Komplexe bestimmt. Die erhaltenen Werte sind in Tabelle 15 dargestellt und sollen im folgenden 
unter Berücksichtigung der gewonnenen Erkenntnisse über Stabilität und Metabolisierung dieser 
Substanzklasse interpretiert werden. 
 
Tabelle 15: Organverteilung  ausgewählter 3+1 99mTc-Komplexe in 5-6 Wochen alten männlichen Wistar-Ratten 
nach 5 min 
 
 
Komplex 
 
t[min] 
 
Blut 
%Dosis/g 
 
Lunge 
%Dosis 
 
Niere 
%Dosis 
 
Hirn %Dosis 
 
Leber 
%Dosis 
Tc6a 5 
120 
2,2 
1,4 
3,9 
2,6 
6,0 
14,7 
1,08 
0,72 
19,8 
33,4 
Tc6b 5 
120 
0,3 
0,3 
3,5 
0,8 
4,6 
7,0 
0,5 
0,06 
26,1 
31,7 
Tc7a 5 
120 
1,4 
0,8 
5,5 
4,4 
7,9 
12,5 
0,05 
<0,05 
22,1 
24,4 
Tc7b 5 
120 
0,4 
0,2 
4,4 
1,6 
12,6 
3,3 
0,05 
<0,05 
32,4 
26,8 
Tc13a 5 
120 
0,9 
0,5 
9,1 
6,3 
9,0 
13,5 
0,16 
0,11 
21,7 
22,6 
Tc13b 5 
120 
0,3 
0,2 
7,0 
0,8 
6,7 
4,6 
0,08 
0,02 
18,1 
32,7 
 
Die Organverteilung von 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen wird dabei zum einen von deren Größe 
und Lipophilie und zum anderen von deren Stabilitäts- und Metabolisierungsverhalten bestimmt. 
Molekülgröße und Lipophilie werden im wesentlichen durch den monodentaten Liganden geprägt, 
während für das Stabilitäts- und Metabolisierungsverhalten der 3+1 99mTc-Komplexe eher der 
tridentate Ligand entscheidend ist. 
Bei Betrachtung der Organverteilungsdaten fällt auf, dass die Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] 
sich trotz ähnlicher Größe und Lipophilie von denen des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] deutlich 
unterscheiden.  
So zeigen die Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] in der Regel entsprechend ihrer Lipophilie eine 
höhere initiale Hirnaufnahme als die Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(SR)], wobei die Komplexe 
des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] schnell wieder fast vollständig aus dem Hirn ausgewaschen werden, 
während die Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] wesentlich langsamer ausgewaschen werden. 
Desweiteren beobachtet man bei beiden Komplexen eine schnelle Anreicherung in der Lunge, aber 
auch hier stellt man bei den Komplexen des Typs [TcO(SSS)(SR)] einen langen Verbleib der 
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Radioaktivität in der Lunge fest, während die Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] diese sehr 
schnell wieder verlassen. Weiterhin findet man bei den Komplexen des Typs [TcO(SSS)(SR)] einen 
wesentlich höheren Blutpool und eine deutlich geringere Clearance aus dem Blut als bei den 
Komplexen des Typs [TcO(SNMeS)(SR)]. Die höchste Anreicherung weisen beide Komplexe in der 
Leber auf, wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Komplextypen sichtbar werden. 
Wie bereits gezeigt werden konnte, erfolgt im Blut sowie in den Organen der Ratte eine Umwandlung 
der 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe mit GSH zum hydrophilen negativ geladenen 
Reaktionsprodukt mit GSH als monodentatem Liganden. Der Metabolit [TcO(SES)(GS)] ist unter 
physiologischen Bedingungen negativ geladen und kann die Blut-Hirn-Schranke mit hoher 
Wahrscheinlichkeit nicht überwinden. Dies ist möglicherweise eine Ursache für die Retention der 
[TcO(SSS)(SR)]-Komplexe im Hirn. Es ist anzunehmen, dass der wesentlich stabilere 
[TcO(SNMeS)(SR)]-Komplex einerseits zu geringerem Maße ins Hirn geht, andererseits aber aus dem 
Hirn wieder ausgewaschen wird, bevor die Umsetzung mit GSH erfolgt. Desweiteren wurde 
nachgewiesen, dass die Ausgangskomplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] und deren Metabolit 
[TcO(SSS)(GSH)] an Plasmaproteinen (Albumin/ Globulin) und an das Hämoglobin der Erythrocyten 
binden. Dies würde den hohen Blutpool dieser Komplexe erklären, die entweder direkt oder in einem 
zweiten Schritt nach der Umwandlung durch GSH kovalent an das Plasma bzw. Hämoglobin binden 
können und so nur schwer aus dem Blut extrahiert werden, was die Ursache für das stark verzögerte 
Clearanceverhalten dieser Komplexe aus dem Blut sein könnte. Desweiteren könnte die Reaktion der 
Komplexe des Typs [TcO(SSS)(RS)] mit freien SH-Gruppen von Proteinen auch  weitere 
unspezifische Bindungen an Gewebsproteine z.B. im Hirn oder in der Lunge verursachen. 
Im Gegensatz dazu zeigen die Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] und deren Reaktionsprodukt 
mit GSH keine bzw. nur sehr geringe Tendenz zur kovalenten Bindung an Plasmaproteine bzw. 
Erythrocytenbestandteile, wodurch diese schneller aus dem Blut bzw. den Organen extrahiert und 
ausgeschieden werden können. 
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3.3 Zusammenfassung 
•  Das In-vivo- und In-vitro- Stabilitätsverhalten von 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen wurde 
untersucht. 
•  3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe reagieren in vitro und in vivo mit Glutathion unter Austausch 
des monodentaten Liganden. 
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•  Durch Hemmung des Glutathion mit Diethylmaleat lässt sich sowohl im Blut als auch in den 
Organhomogenaten die Umwandlung der 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe verhindern. 
 
•  Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] reagieren wesentlich schneller mit Glutathion als solche des 
Typs [TcO(SNMeS)(SR)]. 
 
•  Aminstickstoffhaltige monodentate Liganden üben unter physiologischen pH-Bedingungen einen 
-I-Effekt auf die Technetium-Schwefel-Bindung zwischen monodentatem Liganden und 
Technetiumcore aus, wodurch deren Substitution durch GSH zusätzlich unterstützt wird. 
 
•  Die instabilen Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] und deren Metabolit [TcO(SSS)(SG)] reagieren 
im Blut mit SH-Gruppen tragenden Proteinen, wie z.B. Hämoglobin und Albumin, zu 
3+1 Komplexen mit diesen Proteinen. 
 
•  Komplexe des Typs [TcO(SNMeS)(SR)] und deren Metabolit [TcO(SNMeS)(SG)] reagieren in der 
Regel nicht mit freien SH-Gruppen von Blutproteinen. 
 
•  Die Erythrozytenaufnahme der 3+1 99mTc-Komplexe korreliert mit deren Stabilität im Blut derart, 
dass die instabilen Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)] eine wesentlich höhere initiale 
Erythrozytenaufnahme zeigen als die des Typs [TcO(SNMeS)(SR)]. 
 
•  Aufgrund der geringeren Erythrozytenaufnahme von 3+1 99mTc-Komplexen verhalten sich diese im 
Humanblut wesentlich stabiler als im Rattenblut. 
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4 Alternative 99mTc-Chelate 
 
Nachdem in den vorangegangenen Kapiteln Stabilität und Metabolismus von 
3+1 Gemischtligandkomplexen des 99mTc im biologischen System ausführlich untersucht und 
beschrieben wurden, sollen im folgenden weitere, alternative 99mTc-Chelate für das Design 
rezeptorbindender Radiodiagnostika hinsichtlich ihrer prinzipiellen Umwandlungsmöglichkeiten im 
Organismus untersucht werden. Bei der Suche nach 99mTc-Chelaten, die sich gegenüber SH-Gruppen 
haltigen Konkurrenzliganden inert verhalten, hat man einerseits die Möglichkeit Systeme auf 
niedrigerer Oxidationstufe zu wählen, bei denen der thiolische Schwefel nicht mehr bevorzugter 
Ligand ist, andererseits scheint es aber auch sinnvoll, den pharmakophoren Liganden über mehr als 
nur eine Koordinationsstelle an den Metallcore zu binden. 
 
4.1 3+1+1 Gemischtligandkomplexe des Technetium 
 
Eine alternative Klasse von 99mTc-Chelaten sind die sogenannten 3+1+1 Gemischtligandkomplexe des 
Technetiums auf der Oxidationsstufe +3, die man durch Reduktion der entsprechenden 
3+1 Gemischtligandkomplexe auf der Oxidationsstufe +5 mittels tertiärer Phosphine erhält [163, 164]. 
Diese Komplexe werden im folgenden mit der allgemeinen Formel [Tc(SES)(SR)(PR3)] 
gekennzeichnet, dabei ist SES wie bei den 3+1 Komplexen der tridentate Ligand HS(CH2)2E(CH2)2SH 
(E = S, O, NMe), RSH ein monodentater Ligand und PR`3 ein tertiäres Phosphin. Auch diese 
Komplexklasse ermöglicht über den monodentaten Liganden RSH die Bindung einer Reihe von 
pharmakologisch interessanten Gruppen an Technetium. Zusätzliche Variationen der 
Moleküleigenschaften, wie beispielsweise der Lipophilie, sind über den Rest R` des tertiären 
Phosphins möglich. Für die im folgenden beschriebenen orientierenden Untersuchungen an 
3+1+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen wurde als monodentater Ligand Methoxythiophenol (MTP) 
und als tertiäres Phosphin Dimethylphenylphosphin (PMe2Ph) eingesetzt und nur der tridentate Ligand 
variiert (Abb.48).  
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Abb. 48: Präparation der untersuchten 3+1+1 Gemischtligandkomplexe des Technetium aus den 
entsprechenden 3+1 Gemischtligandkomplexen 
 
Sowohl für die untersuchten 3+1+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe als auch für die entsprechenden 
3+1 Gemischtligandkomplexe lagen dabei die entsprechenden 99Tc- bzw. Re- Referenzverbindungen 
bereits chemisch charakterisiert vor [164]. 
 
4.1.1 Verhalten von 3+1+1 Gemischtligandkomplexen des 99mTc in Lösung 
 
Die 3+1+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe [Tc(SES)(MTP)(PMe2Ph)] (E= S, O, NMe) können 
sowohl in einer Zweistufenpräparation aus den entsprechenden 3+1 Gemischtligandkomplexen oder 
unter optimierten Bedingungen direkt in einer Eintopfreaktion hergestellt werden [163]. Die Analyse 
der 99mTc-Komplexe erfolgte mittels Reversed-Phase HPLC unter Nutzung einer PRP-3- Säule und 
einer Hypersil-Säule (Tabelle 16).  
 
Tabelle 16: HPLC-Daten der 3+1+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe und 3+1 99mTc- Gemischtligandkomplexe; 
Hypersil ODS: MeOH/0,01 M PBS pH 7,4 (80/20);  
 PRP 3: linearer Gradient Acetonitril (A) und  0,01M PBS pH 7,4 (B) : (t[min]/%A): (5/0), ( 5,70), 
(2/20), (1/80), (10/80) 
Komplex Hypersil ODS                   
Rt [min] 
PRP-3                          
Rt [min] 
[Tc(SSS)(MTP)( PMe2Ph)] 9,9 13,6 
[TcO(SSS)(MTP)] 2,9 9,5 
[Tc(SNMeS)(MTP)( PMe2Ph)] 13,6 14,5 
[Tc(SNMeS)(MTP)] 3,0 8,9 
[Tc(SOS)(MTP)( P Me2Ph)] 9,3 13,3 
[Tc(SOS)(MTP)] 3,0 9,3 
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Nach Reinigung der 3+1+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe von Nebenprodukten und überschüssigen 
Liganden verhalten sich diese in Lösung wesentlich instabiler als die entsprechenden 
3+1 Gemischtligandkomplexe. Dabei beobachtet man neben unspezifischen Zerfällen vor allem die 
Rückoxidation der 3+1+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe zu den entsprechenden 3+1 99mTc-
Gemischtligandkomplexen. Diese Rückoxidation wird bereits bei den 99Tc-Referenzverbindungen 
beobachtet, bei denen man nach mehreren Stunden in methanolischer Lösung beispielsweise einen 
Farbumschlag von violett nach rot beobachtet und der entsprechende 3+1 99Tc-Komplex nachweisbar 
wird. Besonders starkem Zerfall in mehrere hydrophile Komponenten unterliegt diese Komplexklasse 
im Phosphatpuffer (Abb. 49).  
 
A. 
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
[Tc(SOS)(MTP)(PMePh)]
Retentionszeit [min]
B. 
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
unbekannte Zerfallsprodukte
[TcO(SOS)(MTP)]
[Tc(SOS)(MTP)(PMePh)
Retentionszeit in min
Abb. 49: HPLC-Chromatogramme des Komplexes [Tc(SOS)(MTP)(PMe2Ph)] (PRP-3, Aktivitätsdetektion) 
A.) Ausgangskomplex direkt nach HPLC-Reinigung 
B.)  Ausgangskomplex nach 90 min in PBS 0,1 M pH=7,4 
 
In methanolischer Lösung liegen beim Komplex [Tc(SSS)(MTP)(PMe2Ph)] beispielsweise 120 min 
nach HPLC-Reinigung ca. 60% Ausgangskomplex, 25% 3+1 Gemischtligandkomplex und ca. 10-15% 
andere Zerfallsprodukte vor. Bei den Komplexen [Tc(SOS)(MTP)(PMe2Ph)] und 
[Tc(SNMeS)(MTP)(PMe2Ph)] findet man nach 120 min in methanolischer Lösung noch ca. 70-90% 
des Ausgangskomplexes vor. 
Die bereits in Lösung festgestellte Instabilität der 3+1+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe hinsichtlich 
unspezifischem Zerfall und Rückoxidation lässt vermuten, dass diese Komplexklasse für die 
Entwicklung rezeptorbindender Radiopharmaka zur klinischen Anwendung ungeeignet ist, wenngleich 
die Möglichkeiten zur Stabilisierung der Komplexe nicht ausgeschöpft wurden.  
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4.1.2 GSH-Challenge von 3+1+1 Gemischtligandkomplexen des 99mTc 
 
Aufgrund der Tatsache, dass bei den 3+1+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen das Technetium auf der 
Oxidationstufe +3 in Analogie zu den 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen unter anderem durch 
Koordination mit thiolischem Schwefel stabilisiert wird, ist anzunehmen, dass selbst wenn es gelänge, 
diese Komplexklasse in den für biologische Untersuchungen relevanten Lösungen zu stabilisieren, 
diese in vivo ebenfalls der Ligandensubstitution durch die freien SH-Gruppen des biologischen 
Systems unterliegen. Zur ersten Einschätzung der Stabilität der 3+1+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe 
gegenüber Ligandenaustausch, insbesondere des monodentaten thiolischen Liganden RSH gegen SH-
Gruppen im Organismus, wurden deshalb Challengeversuche mit Glutathion durchgeführt. Dazu 
wurden die gereinigten Ausgangskomplexe [Tc(SES)(MTP)(PMe2Ph)] (E = S, O, NMe) unmittelbar 
nach ihrer HPLC-Reinigung in einer 1 mM GSH-Lösung bei 37°C inkubiert. 
Dabei stellt man fest, dass sich alle untersuchten 3+1+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe bereits 
innerhalb von 2- 5 min vollständig in ein deutlich hydrophileres Reaktionsprodukt umgewandelt 
haben, das unter den beschriebenen Bedingungen von der PRP-3 Säule mit einer Retentionszeit von 
6,2 – 6,4 min und von der Hypersil-Säule mit einer Retentionszeit von 1,9 min eluiert wird. Somit 
reagieren die 3+1+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe wesentlich schneller mit GSH als die analogen 
3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe, wobei im Falle der 3+1+1 99mTc-Komplexe unter den gewählten 
Bedingungen keine Unterschiede hinsichtlich der Reaktionsgeschwindigkeiten von Komplexen mit 
unterschiedlichen tridentaten Liganden festgestellt werden konnten. In Analogie zu den 3+1 99mTc-
Gemischtligandkomplexen kann man davon ausgehen, dass es sich bei dem Reaktionsprodukt um den 
entsprechenden 3+1+1 99mTc-Komplex mit Glutathion als monodentatem Liganden handelt. Für diese 
Annahme spricht vor allem die Reversibilität der Umwandlung, d.h. bei allen drei untersuchten 
Komplexen war es möglich, das aus Challengexperimenten mit GSH resultierende Reaktionsprodukt 
durch Zugabe des monodentaten Liganden Methoxythiophenol wieder in den Ausgangskomplex zu 
überführen. 
 
 
[Tc(SES)(MTP)(PMe2Ph)] + GSH                   [Tc(SES)(GS)(PMe2Ph)]  + MTP 
 
 
Aufgrund der Neigung der 3+1+1 99mTc-Komplexe zur Rückoxidation zu den entsprechenden 3+1 
99mTc-Komplexen findet man teilweise im HPLC-Chromatogramm noch das Produkt [TcO(SES)(GS)] 
sowie die Komplexe [TcO(SES)(MTP)] (Abb. 50). 
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[Tc(SOS)(GS)(PMe2Ph)]
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B. 
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[TcO(SOS)(MTP)]
[Tc(SOS)(MTP)(PMe2Ph)]
Retentionszeit in min
Abb. 50: HPLC-Chromatogramme des Komplexes [Tc(SOS)(MTP)(PMe2Ph)] (PRP-3, 
Radioaktivitätsdetektion) 
A.) nach 5 min Inkubation in 1 mM GSH bei 37°C 
B.) nach 5 min Inkubation in 1 mM GSH bei 37°C und anschließender Zugabe von 0,5 mg MTP 
 
 
Synthese von [99Tc(SNMeS)(GS)(PMe2Ph)] als Referenzverbindung 
 
Als Beweis für die Identität des im Challengeexperiment mit GSH erzeugten Produktes wurde 
exemplarisch die Verbindung [99Tc(SNMeS)(GS)(PMe2Ph)] als Referenzverbindung synthetisiert und 
charakterisiert. Dazu wurde im ersten Schritt der entsprechende 3+1 Gemischtligandkomplex 
[99TcO(SNMeS)(GS)] ausgehend vom 99Tc-Gluconat hergestellt und mittels semipräparativer HPLC 
gereinigt. Im zweiten Schritt wurde der gereinigte gelb-braune Komplex [99TcO(SNMeS)(GS)] mit 
Dimethylphenylphosphin umgesetzt, wobei ein Farbumschlag von gelb zu violett erfolgte. Das violette 
Produkt wurde dann säulenchromatographisch gereinigt und der Massenspektrometrie zugeführt. Für 
das auf diesem Wege erhaltene violette Reaktionsprodukt konnte massenspektrometrisch ein 
Molekulargewicht von 692 g/mol und mittels HPLC ein Rt-Wert von 6,2 min (PRP-3) bzw. 1,9 min 
(Hypersil) ermittelt werden (Abb.50). Dies entspricht exakt dem Molekulargewicht der Verbindung 
[99Tc(SNMeS)(GS)(PMe2Ph)] und die Retentionzeiten der HPLC stimmen mit denen des im 
Challengeexperiment mit GSH aus den Komplexen [99mTc(SES)(MTP)(PMe2Ph)] erzeugten 
Metaboliten überein. 
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Abb. 51: Massenspektrum des Komplexes [99Tc(SNMeS)(GS)(PMe2Ph)] 
 
 
Nach mehreren Tagen stehen lassen der violetten Produktlösung beobachtet man einen Farbumschlag 
von violett nach gelb. Bei erneuter massenspektrometrischer Untersuchung der Probe war dabei der 
Komplex [99Tc(SNMeS)(GS)(PMe2Ph)] nicht mehr nachweisbar, dafür wurde ein Produkt mit einem 
Molekulargewicht von 569 g/mol nachgewiesen, welches exakt dem Komplex [99TcO(SNMeS)(GS)] 
entspricht. Parallel dazu war eine Verschiebung der Retentionszeit des Produktes in der HPLC 
(PRP-3) von 6,2 auf ca. 5 min zu verzeichnen. 
Es konnte also gezeigt werden, dass es sich bei dem im Challengeexperiment mit Glutathion aus den 
Komplexen [99mTc(SES)(MTP)(PMe2Ph)] erzeugten Produkt in Analogie zu den 3+1 99mTc-
Komplexen um den entsprechenden 3+1+1 Komplex [99mTc(SES)(GS)(PMe2Ph)] mit GSH als 
monodentaten Liganden handelt. Weiterhin konnte mit diesem Experiment die Rückoxidation der 
3+1+1 Gemischtligandkomplexe zu den entsprechenden 3+1 Gemischtligandkomplexen in Lösung 
noch einmal verdeutlicht werden. 
Das Verhalten der 3+1+1 Komplexe im Challengeexperiment mit GSH ist in Abb. 52 
zusammengefasst. 
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Abb. 52: Verhalten der 3+1+1 Komplexe im Challengeexperiment mit GSH 
 
 
4.1.3 Verhalten der  3+1+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc in Plasma und Blut der Ratte 
 
 
Die im Challengeexperiment mit GSH festgestellte hohe Reaktivität der 3+1+1 99mTc-
Gemischtligandkomplexe gegenüber SH-Gruppen tragender Verbindungen lässt vermuten, dass diese 
Komplexe in Analogie zu den 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen im Blut sowohl mit der freien 
SH-Gruppe des Glutathion als auch mit freien SH-Gruppen von Proteinen unter Austausch des 
monodentaten Liganden reagieren. Da die 3+1+1 99mTc-Komplexe bereits im Challengeexperiment 
eine deutlich höhere Reaktivität gegenüber GSH zeigen als die entsprechenden 3+1 99mTc-Komplexe, 
würde man auch eine wesentlich höhere Tendenz dieser Komplexe zur Bindung an 
Plasmaproteinkomponenten erwarten. Zur Untersuchung des Verhaltens der 3+1+1 99mTc-Komplexe 
im Blut wurden exemplarisch die in Lösung stabileren Komplexe [99mTc(SOS)(MTP)(PMe2Ph)] und 
[99mTc(SNMeS)(MTP)(PMe2Ph)] in Plasma und Blut der Ratte inkubiert und anschließend das Plasma 
bzw. der Plasmaüberstand mittels HPLC (Supelguard) analysiert (Abb. 53). Aufgrund der hohen 
Reaktivität der 3+1+1 99mTc-Komplexe bezüglich Rückoxidation erfolgen dabei im Blut und Plasma 
mehrere Reaktionen parallel, weswegen nur qualitative Aussagen getroffen werden können. Man 
beobachtet für beide Komplexe bereits nach 10 min Inkubation im Plasma eine erhebliche 
Proteinbindung, die im Falle des Komplexes [99mTc(SOS)(MTP)(PMe2Ph)] ca. 25-35% und im Falle 
des Komplexes [99mTc(SNMeS)(MTP)(PMe2Ph)] ca. 45-50% beträgt. Nach 30 min Inkubation im 
Plasma liegt bei beiden Komplexen die Radioaktivität vollständig proteingebunden vor. Damit ist wie 
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erwartet die Reaktivität der 3+1+1 99mTc-Komplexe hinsichtlich ihrer Bindung an Plasmaproteine 
wesentlich höher als bei den 3+1 99mTc-Komplexen, bei denen solche mit E = NMe im tridentaten 
Liganden keine Plasmabindung zeigen. 
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 UV-Detektion (220 nm)
Retentionszeit in min
Abb. 53: HPLC-Chromatogramme [Tc(SOS)(MTP)(PMe2Ph)]  (Supelguard) 
A.) nach 10 min Inkubation im Rattenplasma 
B.) nach 5 min Inkubation im Blut der Ratte, Plasmaüberstand 
 
Auch das Verhalten der 3+1+1 99mTc-Komplexe im Blut wird durch die Neigung der Komplexe zur 
Bindung an Proteine geprägt. 
Bei beiden untersuchten Komplexen ist bereits nach 5-10 min Inkubation im Blut so gut wie kein 
Ausgangskomplex mehr nachweisbar. Ein großer Teil der Radioaktivität liegt dabei proteingebunden 
vor. Desweiteren werden die entsprechenden 3+1 99mTc-Komplexe und andere Zerfallsprodukte 
detektiert. Dabei ist anzunehmen, dass die Komplexe [Tc(SES)(MTP)(PMe2Ph)] zum großen Teil 
sofort an das Albumin des Plasma binden und nur ein geringer Teil in den Erythrozyten mit GSH zum 
Metabolit [Tc(SES)(GS)(PMe2Ph)] reagiert, der dann möglicherweise sekundär an Proteinbestandteile 
bindet bzw. zum 3+1 99mTc-Komplex oxidiert wird.  
Aufgrund dieser bereits in vitro festgestellten hohen Instabilität der 3+1+1 99mTc-
Gemischtligandkomplexe in Blut und Plasma wurde auf in vivo Untersuchungen z.B. zur 
Organverteilung dieser Komplexklasse verzichtet. 
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4.1.4 Zusammenfassung 
 
3+1+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe zeigen bereits in wässriger Lösung starke Instabilitäten 
hinsichtlich ihrer Rückoxidation zu den entsprechenden 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen und 
hinsichtlich unspezifischer Zerfallsprozesse. Weiterhin verhalten sich 3+1+1 99mTc-
Gemischtligandkomplexe wesentlich reaktiver gegenüber konkurrierenden freien SH-Gruppen als die 
analogen 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe. Dies führt dazu, dass bei Inkubation dieser Komplexe 
in Blut und Plasma der Ratte bereits nach wenigen Minuten kein intakter Ausgangskomplex mehr 
nachweisbar ist, sondern der größte Teil des 99mTc proteingebunden oder in Form der entsprechenden 
Metaboliten mit GSH bzw. ihrer 3+1 99mTc-Komplexe vorliegt. Es ist bei dieser Komplexklasse also 
auch in vivo im allgemeinen nicht zu erwarten, dass der intakte Ausgangskomplex in der Lage ist, das 
entsprechende Targetorgan zu erreichen. Aus diesem Grunde sind 3+1+1 99mTc-
Gemischtligandkomplexe zum Design rezeptorbindender Radiodiagnostika ungeeignet und stellen 
keine Alternative zu den 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexen dar. 
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4.2 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Thioetherliganden 
 
Eine weitere interessante Klasse für das Design rezeptorbindender Radiodiagnostika stellen die bereits 
unter 2.2.3 vorgestellten Tricarbonylkomplexe des Technetiums (I) mit Thioetherliganden dar, bei 
denen die Bindung einer pharmakophoren Gruppe an das Technetium über den Thioetherliganden 
erfolgen kann. Die Chemie der analogen Rheniumverbindungen ist ausführlich in der 
Dissertationsschrift von M.Reisgys beschrieben [78, 79]. Weiterhin konnte die prinzipielle 
Möglichkeit der Synthese solcher Komplexe mit 99mTc aufgezeigt werden. In der vorliegenden Arbeit 
soll anknüpfend an diese Ergebnisse das Stabilitätsverhalten von 99mTc- Tricarbonylkomplexen mit 
Thioetherliganden im Hinblick auf ihre in vivo Anwendung untersucht werden. Dies erfolgte anhand 
der in Tabelle 17 aufgelisteten Modellverbindungen, die sich grundsätzlich in drei Gruppen einteilen 
lassen. Die erste Gruppe [Tc(CO)31] und [Tc(CO)32] enthalten Dihioetherliganden ohne weitere 
funktionelle Gruppen. Hier wird die sechste Koordinationsstelle des Technetiums durch ein Chloridion 
besetzt. Die anderen untersuchten 99mTc-Komplexe enthalten Dithioetherliganden mit 
Carboxylgruppen. Dabei enthalten die Komplexe [Tc(CO)33] bzw. [Tc(CO)34] und die Komplexe 
[Tc(CO)35] bzw. [Tc(CO)36] jeweils die gleichen Thioetherliganden. Bei den Komplexen [Tc(CO)33] 
und [Tc(CO)34] bleibt die Carboxylgruppe unkoordiniert und auch hier wird die sechste 
Koordinationsstelle des Technetiums durch ein Chloridion besetzt. Bei den Komplexen [Tc(CO)35] 
bzw. [Tc(CO)36] hingegen koordiniert zusätzlich zum Thioetherschwefel die deprotonierte 
Carboxylgruppe des Thioetherliganden am Tricarbonyltechnetiumzentrum. 
 
Tabelle 17: Untersuchte  99mTc-Tricarbonxlkomplexe mit Thioetherliganden 
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4.2.1 Präparation der 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Thioetherliganden 
 
Die Präparation der dargestellten Komplexe auf n.c.a.-Niveau erfolgte durch Zugabe der 
entsprechenden Thioetherliganden zum Präkursor [99mTc(H2O)3(CO)3]+ bei pH = 2 mit Ausbeuten bis 
zu 90%. Die Identität der 99mTc-Komplexe wurde auch hier mittels HPLC durch Vergleich der 
Retentionszeiten mit den analogen Rheniumverbindungen belegt (siehe Tabelle 18). 
 
Tabelle 18: HPLC-Daten der  99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Thioetherliganden und deren Re-
Referenzverbindungen ; Hypersil ODS: MeOH/0,01 M PBS pH 7,4, linearer Gradient, von 50 auf 
100% MeOH in 5 min  ( * linearer Gradient von 0 auf 100% MeOH in 5 min) 
 
Komplex Rt  [min] Referenz Rt  [min] 
[Tc(CO)31] 7,7 [Re(CO)31] 7,6 
[Tc(CO)32] 6,7 [Re(CO)32] 6,7 
[Tc(CO)33] 3,2 [Re(CO)33] 3,3 
*[Tc(CO)34] 10,5 *[Re(CO)34] 10,6 
[Tc(CO)35] 6,5 [Re(CO)35] 6,5 
*[Tc(CO)36] 11,4 *[Re(CO)36] 11,4 
 
Thioetherliganden mit Carboxylgruppen bilden in der sauren Reaktionslösung in NaCl-Überschuss 
zunächst die Komplexe [Tc(CO)33] und [Tc(CO)34]. Diese neigen stark zur Umwandlung zu den 
Komplexen [Tc(CO)35] und [Tc(CO)36] unter Koordination einer Carboxylgruppe. Die Komplexe 
[Tc(CO)33] und [Tc(CO)34] sind deshalb nur in gesättigter NaCl-Lösung von pH = 2 über einen 
längeren Zeitraum stabil. Umgekehrt ist es auch möglich, die Komplexe [Tc(CO)33] und [Tc(CO)34] 
durch Zugabe von NaCl und Ansäuern aus den Komplexen [Tc(CO)35] und [Tc(CO)36] 
zurückzugewinnen (Abb. 54).  
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Abb. 54: HPLC-Chromatogramme der  99mTc-Tricarbonylkomplexe (Hypersil ODS, Radioaktivitätsdetektion) 
A.) Tc(CO)33 nach HPLC-Reinigung , 30 min in 0,9% NaCl pH = 2 
B.) Tc(CO)33 nach HPLC-Reinigung , 30 min in 0,9% NaCl pH = 7 
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4.2.2 Verhalten der 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Thioetherliganden in Lösung 
 
Da die Stabilität von 99mTc-Komplexpräparationen in wässrigen Lösungen Voraussetzung für die 
Durchführung weiterer Experimente ist, erfolgte die Untersuchung der 99mTc-Tricarbonylkomplexe in 
0,1 M Phosphatpuffer, in H2O und in 0,9% NaCl. Dazu wurden die Komplexe unmittelbar nach ihrer 
HPLC-Reinigung in den entsprechenden Lösungen verdünnt und nach einer bestimmten 
Inkubationszeit mittels HPLC und Papierelektrophorese analysiert. Dabei ist zu vermuten, dass das 
Stabilitätsverhalten der 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Thioetherliganden in Lösung in Analogie zu 
den untersuchten Rheniumverbindungen durch Ligandensubstitutionsreaktionen an der sechsten 
Koordinationsstelle des Technetium bestimmt wird. 
 
[Tc(CO)31] und [Tc(CO)32] 
 
Beiden Komplexen, [Tc(CO)31] und [Tc(CO)32], ist die Tatsache gemeinsam, dass sie mindestens 
120 min stabil bleiben, wenn sie unmittelbar nach der HPLC-Reinigung in 0,9% iger NaCl-Lösung 
aufgenommen werden. Ohne NaCl-Zusatz hingegen verhalten sich beide 99mTc-Komplexe instabil in 
wässrigen Lösungen. Bei Inkubation des Komplexes [Tc(CO)31] in Wasser beobachtet man das 
Verschwinden des von der Hypersilsäule mit einer Retentionszeit von 7,7 min eluierten 
Ausgangskomplexes. Das entstehende Produkt wird nicht eluiert. Aus diesem Grunde wurde für diese 
Untersuchungen die Supelguardsäule verwendet, wo der Ausgangskomplex [Tc(CO)31] bei 4,5 min 
und das Reaktionsprodukt in H2O bei ca. 0,5 min eluiert wird. Dabei konnte gezeigt werden, dass die 
Reaktion des Komplexes [Tc(CO)31] in Wasser reversibel ist, d.h. durch Zugabe einer Spatelspitze 
NaCl konnte der Ausgangskomplex vollständig zurückerhalten werden (Abb. 55). 
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Abb. 55: HPLC-Chromatogramm Komplex [Tc(CO)31] (Supelguard, Radioaktivitätsdetektion) 
A.) nach 120 min Inkubation in H2O 
B.) nach 120 min Inkubation in H2O und anschließender Zugabe von 10 mg NaCl 
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Mittels Papierelektrophorese konnte weiterhin gezeigt werden, dass es sich bei dem Reaktionsprodukt 
in Wasser um ein Kation handelt, während der Ausgangskomplex neutral ist (Abb.57A). Beides 
spricht dafür, dass bei Verdünnung des Komplexes [Tc(CO)31] in H2O in Analogie zu den 
entsprechenden Rheniumverbindungen ein Austausch des Chloridions an der sechsten 
Koordinationsstelle des Technetiums gegen ein Wassermolekül erfolgt. Mittels Papierelektrophorese 
stellt man weiterhin fest, dass selbst in einer Lösung von 0,9% NaCl ca. 10 bis 20% des Komplexes 
als Kation vorliegen. 
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Abb. 56: Reaktion von [Tc(CO)31] in H2O 
 
Der zeitliche Verlauf der Umwandlung des Komplexes [Tc(CO)31] zum kationischen 
Reaktionsprodukt in einer Mischung aus 45% MeOH, 45% H2O und 10% Propylenglycol ist in 
Abb. 57B dargestellt. 
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Abb. 57: A.) Mobilität des Komplexes [Tc(CO)31] bzw. dessen Reaktionsprodukt in H2O im elektrischen Feld 
B.) Zeitlicher Verlauf des Umsatzes von [Tc(CO)31] in 45% MeOH, 45% H2O und 10% PG 
 
Bei Inkubation im Phosphatpuffer kommt es beim Komplex [Tc(CO)31] zusätzlich zur Bildung des 
Kations mit H2O zur Entstehung verschiedener anionischer, hydrophiler Spezies, die im einzelnen 
nicht identifiziert werden konnten. Aber auch die Umwandlungen des Komplexes [Tc(CO)31] im 
Phosphatpuffer sind reversibel und durch NaCl- Zusatz kann der Ausgangskomplex vollständig 
zurückgewonnen werden (Abb. 58). 
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Abb. 58: HPLC-Chromatogramm Komplex [Tc(CO)31] (Hypersil, Radioaktivitätsdetektion) 
A.) nach 120 min Inkubation in Phosphatpuffer pH = 7,4 
B.) nach 120 min Inkubation in Phosphatpuffer pH = 7,4 und anschließender Zugabe von 10 mg NaCl 
 
Der Komplex [Tc(CO)32] verhält sich prinzipiell analog zum Komplex [Tc(CO)31]. Auch hier findet 
man eine Stabilisierung des Komplexes durch NaCl, was darauf hinweist, dass die auch bei diesem 
Komplex auftretenden Instabilitäten in Phosphatpuffer und in wässriger Lösung primär auf einem 
Ligandenaustausch an der sechsten Koordinationsstelle des Technetiums beruhen. Allerdings stellt 
man beim Komplex [Tc(CO)32] in wässrigen Lösungen zusätzlich zur reversiblen Entstehung einer 
kationischen Komponente noch eine Reihe irreversibler Zerfallsprozesse fest, die möglicherweise 
sekundärer Natur oder durch Reaktionen der Propargylgruppe des Thioetherliganden bedingt sind. 
Für weiterführende biologische In-vitro- und In-vivo- Untersuchungen wurden die Komplexe 
[Tc(CO)31] und [Tc(CO)32] in 0,9% iger NaCl-Lösung eingesetzt, um ein einheitliches 
Ausgangsprodukt zu gewährleisten. 
 
[Tc(CO)33] und [Tc(CO)34] 
 
Wie bereits erwähnt, ist das Stabilitätsverhalten der Komplexe [Tc(CO)33] und [Tc(CO)34] in allen 
Untersuchungslösungen von deren Umwandlung zu den Komplexen [Tc(CO)35] und [Tc(CO)36] 
geprägt (Abb. 59).  
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Abb. 59: Verhalten der Komplexe [Tc(CO)33] und [Tc(CO)34] in Lösung 
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Beide Komplexe zeigen eine intramolekulare Ligandensubstitution des Chloridions durch die 
deprotonierte Carboxylgruppe des Thioetherliganden. Nur in gesättigter, salzsaurer NaCl-Lösung 
können die Komplexe [Tc(CO)33] und [Tc(CO)34] stabilisiert werden. Da davon ausgegangen werden 
kann, dass in Verdünnung stets ein Gemisch der Spezies [Tc(CO)33]/ [Tc(CO)35] bzw. [Tc(CO)34]/ 
[Tc(CO)36] vorliegt, war es nicht möglich, biologische Untersuchungen an den isolierten Komplexen 
[Tc(CO)33] und [Tc(CO)34] durchzuführen. 
 
[Tc(CO)35] und [Tc(CO)36] 
 
Die Komplexe [Tc(CO)35] und [Tc(CO)36] verhalten sich in H2O, in 0,9% NaCl und in 0,1 M 
Phosphatpuffer pH = 7,4 über mehrere Stunden vollkommen stabil. Dabei ist auch mittels 
Papierelektrophorese nur der neutrale Ausgangskomplex nachweisbar. Dies kann als weiterer Beweis 
dafür angesehen werden, dass das Stabilitätsverhalten der 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit 
Dithioetherliganden in Lösung im wesentlichen durch Ligandensubstitution an der sechsten 
Koordinationsstelle des Technetiums durch Moleküle des Lösungsmittels bestimmt wird. Dabei ist 
völlig unklar, welche Bedeutung dieses Verhalten für den Einsatz dieser Komplexklasse in vivo hat. 
Der Einsatz tridentat koordinierender Thioetherliganden führt zumindest zu in wässriger Lösung 
stabilen 99mTc-Komplexen. 
 
 
4.2.3 Verhalten der 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Thioetherliganden  im Challenge mit 
Glutathion 
 
Um das Stabiliätsverhalten der 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Thioetherliganden gegenüber den im 
Organismus in hohen Konzentrationen auftretenden SH-Gruppen zu untersuchen, wurden die 
Komplexe [Tc(CO)31]/[Tc(CO)32] und [Tc(CO)35]/ [Tc(CO)36] mit einer wässrigen Lösung von 
10 mM GSH inkubiert und analysiert. Der thiolische Schwefel ist kein bevorzugter Ligand des 
Technetium auf der Oxidationsstufe +1, weshalb man aus koordinationschemischer Sicht auch keine 
Ligandenaustauschreaktionen des GSH mit den untersuchten Komplexen erwarten würde. 
Erwartungsgemäß beobachtet man im GSH-Challenge keine zusätzlichen Reaktionen der 99mTc-
Tricarbonylkomplexe, die speziell auf das Glutathion zurückzuführen wären. So verhalten sich die 
Komplexe [Tc(CO)35] und [Tc(CO)36] beispielsweise in 10 mM GSH-Lösung für mindestens 120 
min vollkommen inert. Die Komplexe [Tc(CO)31] und [Tc(CO)32] hingegen zeigen in 10 mM GSH 
exakt dieselben Umwandlungsprozesse wie bereits für die Inkubation in H2O beschrieben. So weist 
man z.B. im Falle des Komplexes [Tc(CO)31] mittels HPLC als auch mittels Papierelektrophorese nur 
die reversible Entstehung des auf Ligandenaustausch des Chloridions gegen ein Wassermolekül 
beruhenden Kations nach. 
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4.2.4 Verhalten der 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Thioetherliganden  im Plasma und Blut 
der Ratte 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass es prinzipiell möglich ist, 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit 
Thioetherliganden in Lösung über mehrere Stunden stabil zu halten und dass diese Komplexe im 
Gegensatz zu den 3+1 Gemischtligandkomplexen und den 3+1+1Gemischtligandkomplexen des 
Technetiums prinzipiell inert gegenüber SH-Gruppen-haltigen Verbindungen sind, ist es im folgenden 
interessant, das Stabilitätsverhalten dieser Verbindungen im Blut der Ratte zu untersuchen. 
 
Verhalten im Plasma 
 
Im Plasma stellt man für alle untersuchten 99mTc-Komplexe eine starke, möglicherweise kovalente 
Bindung an Plasmaproteine fest. Dabei ist die Reaktivität der Komplexe [Tc(CO)31] und [Tc(CO)32] 
gegenüber der Plasmakomponente höher als die der Komplexe [Tc(CO)35] und [Tc(CO)36] 
(Tabelle 19). So kann man bei den Komplexen [Tc(CO)31] und [Tc(CO)32] nach 30 min Inkubation 
im Plasma fast keinen Ausgangskomplex mehr nachweisen, 70-95% der Radioaktivität liegen 
proteingebunden vor und der Rest entfällt auf die kationische Komponente die sich durch Substitution 
des Chloridions gegen ein Wassermolekül ergibt (Abb. 60). Beim Komplex [Tc(CO)35] detektiert 
man nach 30 min im Plasma noch 44% Ausgangskomplex und bei [Tc(CO)36] noch 69% 
Ausgangskomplex. Die gesamte restliche Radioaktivität liegt bei diesen beiden Komplexen 
proteingebunden vor. 
 
Tabelle 19: HPLC-Daten der 99mTc-Tricarbonylkomplexe nach 30 min Inkubation im Plasma der Ratte 
(Supelguard) 
 
Komplex Supelguard                 
Rt Ausgangskomplex [min] 
% proteingebundene 
Radioaktivität (n=2) 
% Ausgangskomplex 
[99mTc(CO)31] 4.4 95 ± 2 5 ± 2 
[99mTc(CO)32] 2.9 70 ± 5 7 ± 2 
[99mTc(CO)33] 0.5 56 ± 2 44 ± 2 
[99mTc(CO)34] 0.8 31± 2 69 ± 2 
[99mTc(CO)31]-Kation 0.5 94 ± 6 6 ± 6 
 
Damit zeigen die 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Thioetherliganden gegenüber Plasmaproteinen eine 
etwas geringere Reaktivität als die 3+1+1 Gemischtligandkomplexe und eine höhere Reaktivität als 
die meisten 3+1 Komplexe des Typs [TcO(SSS)(SR)]. 
 99
Um zu untersuchen, ob der Austausch des die sechste Koordinationsstelle des Technetiums 
besetzenden Chloridions gegen Wasser einen Einfluss auf das Bindungsverhalten der Komplexe im 
Plasma hat, wurde auch das durch Inkubation des Komplexes [Tc(CO)31] in wässriger Lösung 
erzeugte [Tc(CO)31]-Kation im Plasma inkubiert. Dabei stellt man fest, dass das Kation etwa im 
gleichen Maße an Plasmaproteine bindet wie der Ausgangskomplex. Man kann also davon ausgehen, 
dass bei den Komplexen [Tc(CO)31] und [Tc(CO)32] im Plasma zwar das Chloridion gegen 
Plasmawasser austauscht, dies aber keinen Einfluss auf die Bindung an Plasmaproteine hat. Die 
Komplexe [Tc(CO)35] und [Tc(CO)36] hingegen sollten direkt ans Plasma binden, da hier keine 
Austauschprozesse gegen Lösungsmittelmoleküle nachgewiesen werden konnten. 
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Abb. 60: HPLC-Chromatogramm (Supelguard, Radioaktivitätsdetektion) 
A.) [ Tc(CO)31] nach 30 min Inkubation in Rattenplasma 
B.) [ Tc(CO)32] nach 30 min Inkubation in Rattenplasma  
 
 
Verhalten im Blut 
 
Am Beispiel des Komplexes [Tc(CO)31] konnte exemplarisch gezeigt werden, dass auch das 
Verhalten der 99mTc-Tricarbonylkomplexe im Blut durch deren starke Bindung an Proteinbestandteilen 
bestimmt wird (Abb. 61). Bereits nach 20 min Inkubation im Blut kann man sowohl im Hämolysat als 
auch im Plasmaüberstand keinen intakten Ausgangskomplex mehr nachweisen. 
Bei HPLC- Analyse des Hämolysats mittels Supelguardsäule stellt man fest, dass 80 ± 5% (n=2) der 
Radioaktivität mit der Hämoglobinkomponente eluiert werden. Die restlichen 20± 5% werden mit 
einer Retentionszeit von 0,5 min eluiert, was zu der Annahme führt, dass es sich hierbei um das 
[Tc(CO)31]- Kation handelt. Bei Analyse des Plasmaüberstandes detektiert man ebenfalls 25% der 
Radioaktivität bei Rt = 0,5 min und 75% der Radioaktivität albumingebunden. 
In Tabelle 20 ist weiterhin die Erythrozytenbindung der 99mTc-Ticarbonylkomplexe mit 
Thioetherliganden in Blut und in der plasmafreien Erythrozytensupension der Ratte dargestellt. 
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Aufgrund der bekannten Instabilität der Komplexe in Phosphatpuffer wurde die dafür verwendete 
Erythrozytensuspension in isotonischer NaCl-Lösung hergestellt. 
 
Tabelle 20: Erythrozytengebundene Radioaktivität in % nach Inkubation in Blut bzw. plasmafreier 
Erythrozytensuspension bei 37°C und 5x Waschen der Erythrozyten mit isotonischer NaCl-Lösung 
 
Komplex Zeit [min] Blut (Ratte) plasmafreie Erythrozytensuspension
5 27 45  
[Tc(CO)31] 120 38 80 
5 24 20  
[Tc(CO)32] 120 35 72 
5 20 44  
[Tc(CO)35] 120 37 68 
5 4 5  
[Tc(CO)36] 120 26 32 
 
Es fällt auf, dass sich die Komplexe [Tc(CO)31], [Tc(CO)32] und [Tc(CO)35] sehr ähnlich verhalten. 
Im Blut steigt die Erythrozytenbindung innerhalb von 120 min nur gering um etwa 10% an, 
währenddessen in plasmafreier Suspension in diesem Zeitraum noch ein erheblicher Anstieg zu 
verzeichnen ist. Dies ist damit zu erklären, dass die im Plasma parallel stattfindende feste Bindung an 
Proteinkomponenten, die weitere Diffusion von freiem Ausgangskomplex in die Erythrozyten 
verhindert. In plasmafreier Erythrozytensuspension hingegen kann der Ausgangskomplex ungehindert 
in die Erythrozyten diffundieren, wo er dann ans Hämoglobin bindet. Eine Ausnahme bildet hier 
Komplex [Tc(CO)36], der sowohl im Blut als auch in Erythrozytensuspension eine deutlich geringere 
Erythrozytenaufnahme zeigt. Ursache ist hier sicher die zweite unkoordinierte Carboxylgruppe, die 
einerseits zu einer höheren Hydrophilie des Komplexes und andererseits zu einer negativen 
Gesamtladung des Moleküls bei pH = 7,4 führt, wodurch die Diffusion des Moleküls durch die 
Erythrozytenmembran erschwert ist.  
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Abb. 61: Verhalten von 99mTc-Tricarbonylkomplexen mit Thioetherliganden im Blut 
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4.2.5 Verhalten der 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Thioetherliganden  im Challenge mit 
Histidin 
 
Die Tatsache, dass 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Thioetherliganden prinzipiell inert gegenüber hohen 
Konzentrationen SH-Gruppen-haltiger Verbindungen sind, führt zu der Annahme, dass deren 
überraschende Bindung an die Proteinbestandteile im Blut auf einem anderen Mechanismus beruhen 
muss als bei den 3+1 Gemischtligandkomplexen und den 3+1+1 Gemischtligandkomplexen, deren 
Bindung an Proteinbestandteile des Blutes auf Ligandenaustauschreaktionen mit freien SH-Gruppen 
zurückgeführt wurde. Dafür spricht auch die Tatsache, dass bei 99mTc-Tricarbonylkomplexen mit 
Thioetherliganden keine weiteren, nicht proteinassoziierten Metaboliten nachgewiesen werden konnten, 
die beispielsweise auf eine Reaktion mit GSH hindeuten könnten. 
Aus der Literatur ist bekannt, dass das Präkursormolekül [99mTc(H2O)3(CO)3]+ mit besonders hoher 
Affinität Komplexe mit stickstoffhaltigen Liganden, insbesondere mit Histidin, bildet. Es konnte auch 
gezeigt werden, dass mit diesem Präkursormolekül Proteinsequenzen, insbesondere solche mit hohem 
Histidingehalt, mit unerwartet hoher spezifischer Aktivität mit 99mTc markiert werden können 
[73, 74, 77]. 
Daher ist vorstellbar, dass solche bevorzugten Stickstoffliganden auch in der Lage sind, den 
Dithioetherliganden zu substituieren. In diesem Falle könnte die Bindung der Tricarbonylkomplexe mit 
Dithioetherliganden an Plasmaproteine möglicherweise auf einer Ligandensubstitution des 
Thioetherliganden gegen stickstoffhaltige Sequenzen im Protein beruhen. 
Zur Untersuchung der prinzipiellen Möglichkeit eines solchen Ligandenaustausches wurden die 
Komplexe [Tc(CO)31] und [Tc(CO)35] im Challengeexperiment mit 25 mM Histidin in 0,45% iger 
NaCl, (25% Propylenglycol) untersucht. Die Analyse erfolgte mittels HPLC unter folgenden 
Bedingungen: Hypersil ODS, linearer Gradient (t[min]/%A): (5/0), (5/100), (15/100) mit Methanol (A) 
und 0,01 M Phosphatpuffer pH = 7,4 (B). Unter diesen Bedingungen wird der Komplex [Tc(CO)31] bei 
einer Retentionszeit von 12,8 min und der Komplex [Tc(CO)35] bei einer Retentionszeit von  
12,4 min eluiert. In beiden Fällen beobachtet man die Entstehung eines Produktes mit einer 
Retentionszeit von ca. 11,1 min bei gleichzeitiger Abnahme des Ausgangskomplexes (Abb. 62 A/B). 
Direkte Komplexierung des Präkursormoleküls [99mTc(H2O)3(CO)3]+  mit Histidin bei pH = 7 führt 
ebenso zu einem Hauptprodukt mit einem Rt-Wert von 11,1 min (Abb. 62C) wie die Reaktion des 
analogen Rheniumpräkursors [NEt4]2[ReBr3(CO)3] mit Histidin (Abb. 62D). Für dieses 
Reaktionsprodukt konnte massenspektrometrisch ein Molekulargewicht von 424g/mol ermittelt werden, 
was dem bereits beschriebenen Komplex [Re (CO)3 (His)] entspricht (Abb. 63) [73, 75]. 
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Abb. 62: HPLC-Chromatogramme Hypersil ODS, linearer Gradient (t[min]/%A): (5/0), (5/100), (15/100) mit 
Methanol (A)  und 0,01 M Phosphatpuffer pH = 7,4 (B), Radioaktivitätsdetektion (außer D.) 
A.) [ Tc(CO)31] nach 30 min Inkubation in 25 mM Histidin in 0,45% NaCl, 25% Propylenglycol  
B.) [ Tc(CO)35] nach 30 min Inkubation in 25 mM Histidin in 0,45% NaCl, 25% Propylenglycol  
C.) Reaktionsansatz [99mTc(H2O)3 (CO)3]+  + Histidin  
D.) Reaktionsansatz  [NEt4]2[Re(Br)3 (CO)3]  + Histidin (UV-Detektion, 254nm) 
 
Diese Ergebnisse führen zu dem Schluss, dass bei Inkubation von 99mTc-Tricarbonylkomplexen mit 
Thioetherliganden in 25 mM Histidinlösung ein Ligandenaustausch des Dithioetherliganden gegen 
Histidin erfolgt und dabei der Komplex [99mTc(CO)3(His)] entsteht, wie er bereits für die direkte 
Reaktion des Präkursors [99mTc(CO)3(H2O) 3]+ mit Histidin beschrieben ist (Abb. 63) [75]. 
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Abb. 63: Reaktion [Tc(CO)31] mit Histidin 
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Dieser Ligandenaustausch konnte zusätzlich von Seifert et al. anhand der analogen 99Tc-Komplexe 
mittels EXAFS-Messungen bewiesen werden. In Analogie zum Histidin konnte auch für kurzkettige 
histidinhaltige Peptide (His-Gly-Gly, Gly-Gly-His, Gly-His-Gly, His-Gly und Gly-His) eine solche 
Reaktion mit [Tc(CO)31] nachgewiesen werden [165]. Dabei zeigen die Peptide mit endständigem 
Histidin eine wesentlich höhere Reaktivität als Gly-His-Gly mit dem Histidin in der Kettenmitte. So 
findet man bei Rekation von [Tc(CO)31] mit 25 mM Histidin bzw. einem Peptid mit endständigem 
Histidin in 0,45% NaCl nach 60 min ca. 35 ± 5% Reaktionsprodukt, währenddessen bei Inkubation mit 
25 mM Gly-His-Gly der Ausgangskomplex fast vollständig erhalten bleibt. 
In Übereinstimmung mit den aus der Literatur bekannten Ergebnissen [75] bleibt der Produktkomplex 
[Tc(CO)3(His)] auch nach 120 min Inkubation im Rattenplasma vollkommen stabil und zeigt im 
Gegensatz zum Ausgangskomplex [Tc(CO)31] keinerlei Bindung an Proteinkomponenten.  
Interessanterweise findet man eine Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit des Komplexes 
[Tc(CO)31] mit Histidin vom NaCl-Gehalt im Reaktionsansatz (Abb. 64). NaCl wurde dem 
Reaktionsansatz immer zugesetzt, um den bereits unter 4.2.2. behandelten Ligandenaustausch in 
wässriger Lösung zu unterbinden und um einen einheitlichen Ausgangskomplex [Tc(CO)31] zu 
gewährleisten. Variation dieser NaCl-Konzentration bei konstanter Histidinkonzentration führte zu dem 
in Abb. 64 dargestellten Zusammenhang. 
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Abb. 64:  Ligandenaustauschreaktion von  [Tc(CO)31] mit Histidin 
Abhängigkeit des Anteils an intaktem Ausgangskomplex  [Tc(CO)31] in der Reaktionsmischung nach 
60 min Inkubation in 25 mM Histidin in Abhängigkeit von der NaCl-Konzentration im Reaktionsansatz 
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Aus der Abbildung geht hervor, dass der Ligandenaustausch des Dithioetherliganden gegen Histidin 
umso schneller erfolgt, je geringer die Konzentration an NaCl im Reaktionsansatz ist. Dies ist ein 
Hinweis darauf, das der erste Schritt der Substitutionsreaktion der Austausch des Chlor- bzw. des 
Wasseratoms an der sechsten Koordinationsstelle des Technetiums ist, bevor dann der komplette 
Austausch des Dithioetherliganden erfolgt. Für diese Annahme spricht auch die Tatsache, dass beim 
Komplex [Tc(CO)35], bei dem der Thioetherligand über eine Carboxylgruppe in der Lage ist tridentat 
zu koordinieren, die Reaktion wesentlich langsamer erfolgt als beim Komplex [Tc(CO)31] (Tabelle 21) 
 
Tabelle 21: Reaktion der Komplexe [Tc(CO)31] und[Tc(CO)35] mit 25mM Histidin in 0,45% NaCl 
t [min] [Tc(CO)31] in % [Tc(CO)35] in % 
30 28 11 
120 70 22 
 
4.2.6  Zusammenfassung 
 
Das Stabilitätsverhalten der 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Dithioetherliganden in Lösung wird in 
erster Linie durch Ligandenaustauschreaktionen an der sechsten Koordinationsstelle des Technetiums 
bestimmt [167]. Dabei erfolgt ein Austausch des Chloridions gegen Moleküle des Lösungsmittels. 
Durch Zugabe eines Überschusses an NaCl oder durch Verwendung von tridentat koordinierenden 
Dithioetherliganden erhält man in Lösung stabile 99mTc-Komplexe dieser Verbindungsklasse. 
Alle untersuchten 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Dithioetherliganden zeigen im Blut und im Plasma 
eine feste Bindung an Proteinkomponenten. Da gezeigt werden konnte, dass sich die untersuchten 
Komplexe einerseits inert gegenüber Glutathion verhalten, andererseits aber prinzipiell die Substitution 
des Dithioetherliganden gegen stickstoffhaltige Liganden möglich ist, kann man davon ausgehen, dass 
diese Proteinbindung auf einem Ligandenaustausch des Dithioetherliganden gegen stickstoffhaltige 
Sequenzen der Proteine beruht (Abb. 65). 
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Abb. 65: Bindung von 99mTc-Tricarbonylkomplexen mit Dithioetherliganden an Proteine 
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4.3 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Schiffschen Basen als Liganden 
 
 
Eine Alternative zu den 99mTc-Tricarbonylkomplexen mit Thioetherliganden stellen 99mTc-
Tricarbonylkomplexen mit Schiffschen Basen dar. In der Literatur ist beschrieben, dass das 
Präkursormolekül [Tc(CO)3(H2O)3]+ mit einer Reihe bidentat und tridentat koordinierender 
Stickstoffliganden wie z.B. Histidin, Histamin oder Picolinamin-N,N-Diessigsäure (PADA) auch im 
Plasma stabile Komplexe bildet. Dabei zeigt der Stickstoff aromatischer Amine eine weitaus höhere 
Affinität als der einfacher aliphatischer Systeme [72, 73, 74, 75, 77]. 
Eine Möglichkeit der Kopplung pharmakophorer Gruppen an Technetium unter Nutzung des 
Tricarbonylkonzeptes stellen hierbei Schiffsche Basen dar. Der Ligand wird durch Reaktion eines 
beliebig biologisch funktionalisierten aliphatischen Amins mit Pyridinaldehyd unter Bildung der 
entsprechenden Schiff- Base erhalten. Der so synthetisierte Ligand kann dann mit dem 
Präkursormolekül [99mTc(CO)3(H2O)3]+ zum gewünschten Technetiumkomplex umgesetzt werden 
[72]. Dabei koordiniert die Schiffsche Base bidentat und die sechste Koordinationsstelle des 
Technetiums wird in Analogie zu den 99mTc-Tricarbonylkomplexen mit Thioetherliganden von einem 
Chloridion bzw. im Falle der Rheniumreferenzverbindungen von einem Bromidion besetzt. Von 
diesem Komplextyp konnte bereits eine zum HT1A-Rezeptor affine Verbindung publiziert werden [72]. 
Im folgenden soll anhand von zwei Modellverbindungen und einer potentiell rezeptoraffinen 
Verbindung dieser Komplexklasse auch das prinzipielle Stabilitätsverhalten von 
99mTc- Tricarbonylkomplexen mit Schiffschen Basen untersucht werden. Die dazu verwendeten 
Komplexverbindungen sind in Abb. 66 dargestellt. 
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Abb. 66: Untersuchte 99mTc- Tricarbonylkomplexe mit Schiffschen Basen als Liganden 
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4.3.1  Stabilität von 99mTc-Tricarbonylkomplexen mit Schiffschen Basen als Liganden in 
Lösung 
 
Die Präparation der dargestellten Komplexe mit 99mTc erfolgte durch Zugabe der entsprechenden 
Schiffschen Basen zum Präkursor [99mTc(H2O)3(CO)3]+ bei pH = 7 und anschließendem Erhitzen auf 
70°C für 15 min. Die dabei erzielten Ausbeuten beliefen sich auf 20-30%. Ursache für die geringen 
Ausbeuten waren möglicherweise Verunreinigungen des Liganden. Die Identität der 99mTc-Komplexe 
wurde auch hier durch Vergleich der Retentionszeiten in der HPLC mit denen von analogen, chemisch 
charakterisierten Rheniumverbindungen belegt (siehe Tabelle 22). 
 
Tabelle 22: HPLC-Daten der  99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Schiffschen Basen als Liganden und deren Re-
Referenzverbindungen : 
1.) Hypersil ODS: MeOH/0,01 M PBS pH 7,4, linearer Gradient, von 50 auf 100% MeOH in 5 min   
2.) Supelguard: linearer Gradient (t[min]/%B):  (5/5),(15/60), (5/60), A=Isopropanol/0,1%TFA 
(10/90), B= Isopropanoll/0,1% TFA (90/10) 
 
Komplex Rt  [min] 
Hypersil 
Rt  [min] 
Supelguard
Referenz Rt  [min] 
Hypersil 
Rt  [min] 
Supelguard
[Tc(CO)37] 7,9 7,5 [Re(CO)37] 8,0 7,5 
[Tc(CO)38] 7,5 5,2 [Re(CO)38] 7,6 5,3 
[Tc(CO)39] 8,2 2,2 [Re(CO)39] 8,1 1,8 
 
Nach Abtrennung der Nebenprodukte und des Ligandüberschusses mittels HPLC verhalten sich 
99mTc- Tricarbonylkomplexe mit Schiffschen Basen als Liganden in H2O, in Phosphatpuffer (0,1 M, 
pH = 7) und in 0,9% NaCl mindestens 120 min vollkommen stabil.  
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Abb. 67:  [Tc(CO)39] nach 120 min Inkubation in Phosphatpuffer 0,1 M, pH = 7 
A.) HPLC-Chromatogramm (Hypersil, Radioaktivitätsdetektion) 
B.) Beweglichkeit im elektrischen Feld  (Papierelektrophorese) 
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Allgemein beobachtet man bei HPLC- Untersuchungen der Komplexe in Lösung keinerlei 
Veränderung des Chromatogramms (Abb. 67A) über einen Zeitraum von mindestens 120 min. Bei 
Untersuchung der Komplexlösungen mittels Papierelektrophorese detektiert man stets nur eine 
neutrale Komponente, was darauf hinweist, dass bei dieser Verbindungsklasse interessanterweise kein 
Austausch des Chloridatoms an der sechsten Koordinationsstelle des Technetiums gegen H2O oder 
andere Lösungsmittelmoleküle stattfindet (Abb.67B).  
 
4.3.2 Verhalten von 99mTc-Tricarbonylkomplexen mit Schiffschen Basen als Liganden im 
Challenge mit Glutathion 
 
In Analogie zu den 99mTc-Tricarbonylkomplexen mit Thioetherliganden würde man auch bei den 
99mTc-Tricarbonylkomplexen mit Schiffschen Basen als Liganden annehmen, dass sich diese inert 
gegenüber Glutathion verhalten, da der thiolische Schwefel kein bevorzugter Ligand des Technetiums 
auf der Oxidationsstufe +1 ist. Wie erwartet verhalten sich alle untersuchten Komplexe dieser Klasse 
bei Inkubation in 10 mM GSH für mindestens 120 min völlig stabil und weder bei der HPLC-Analyse 
noch mittels Papierelektrophorese wurden Hinweise auf Veränderungen der Ausgangskomplexe 
festgestellt. 
 
4.3.3 Verhalten von 99mTc-Tricarbonylkomplexen mit Schiffschen Basen als Liganden im 
Plasma und im Blut der Ratte 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Schiffschen Basen in Lösung 
über mehrere Stunden stabil und inert gegenüber freier SH-Gruppen sind, soll im folgenden das 
Stabilitätsverhalten dieser Verbindungen im Blut der Ratte untersucht werden. 
 
Verhalten im Plasma 
 
Alle untersuchten 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Schiffschen Basen verhalten sich im Plasma 
mindestens 120 min vollkommen stabil und zeigen im Unterschied zu 99mTc- Tricarbonylkomplexen 
mit Thioetherliganden keinerlei Bindung an Proteinkomponenten des Plasma. In diesem Falle wird bei 
Untersuchung der Plasmaproben mittels HPLC unter Nutzung der Supelguardsäule keine Veränderung 
der Retentionszeit des Ausgangskomplexes beobachtet und keine Radioaktivität wird mit den im UV 
detektierbaren Proteinkomponenten koeluiert (Abb. 68). Desweiteren kann bei diesen Komplexen die 
Radioaktivität fast vollständig mittels Ethylacetat aus dem Plasma extrahiert werden. Auch bei 
Analyse dieser Ethylacetatextrakte unter Nutzung der Hypersilsäule detektiert man bei allen drei 
99mTc-Komplexen ausschließlich den intakten Ausgangskomplex. 
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Abb. 68: HPLC-Chromatogramme (Supelguard) 
A.) [Tc(CO)39] Ausgangskomplex 
B.) [Tc(CO)39] nach 120 min Inkubation im Plasma der Ratte 
 
 
Verhalten im Blut 
 
Auch bei Inkubation im Blut der Ratte verhalten sich alle untersuchten 99mTc-Tricarbonylkomplexe 
mit Schiffschen Basen mindestens 120 min vollkommen stabil und zeigen keinerlei Tendenz zur 
Bindung an Proteine. Bei HPLC-Analyse der Plasmaüberstände als auch der Hämolysate mittels 
Supelguardsäule detektiert man nur den intakten Ausgangskomplex (Abb. 69). Auch hier ist die 
Radioaktivität aus den Plasmaüberständen und aus den Hämolysaten vollständig mit Ethylacetat 
extrahierbar. Auch bei HPLC- Analyse dieser Ethylacetatextrakte mittels Hypersilsäule sind nur die 
intakten Ausgangskomplexe nachweisbar.  
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Abb. 69:  HPLC-Chromatogramme (Supelguard) [Tc(CO)38] nach 120 min Inkubation im Rattenblut 
A.) Plasmaüberstand 
B.) Hämolysat 
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Die in Abb. 69B im Hämolysat der Erythrozyten feststellbare Plasmakomponente ist darauf 
zurückzuführen, dass die Erythrozyten nach Entfernung des Plasma nicht gewaschen wurden, 
weswegen durchaus noch Plasmareste im Hämolysat enthalten sein konnten. 
In Tabelle 23 ist weiterhin die Erythrozytenbindung der Komplexe [Tc(CO)37] und [Tc(CO)38] 
dargestellt. 
 
Tabelle 23: Erythrozytengebundene  Radioaktivität in % nach Inkubation bei 37°C und 5x Waschen der        
Erythrozyten mit isotonischer NaCl-Lösung 
 
Komplex Zeit [min] Blut (Ratte) plasmafreie Erythrozytensuspension
5 11 42  
[Tc(CO)37] 120 14 48 
5 15 42  
[Tc(CO)38] 120 18 48 
 
Beide Komplexe verhalten sich dabei verständlicherweise ähnlich und zeigen in plasmafreier 
Erythrozytensuspension eine höhere Erythrozytenbindung als im Blut. Im Unterschied zu den 
Tricarbonylkomplexen mit Thioetherliganden steigt die Erythrozytenbindung der 
Tricarbonylkomplexe mit Schiffschen Basen als Liganden zwischen 5 min und 120 min auch in 
plasmafreier Suspension nicht weiter an. Da Tricarbonylkomplexe mit Schiffschen Basen im Blut 
stabil sind und auch keine unspezifischen festen Bindungen zu Blutproteinen ausbilden, die über 
hydrophobe und van der Waals- Wechselwirkungen hinausgehen, ist davon auszugehen, dass die 
Erythrozytenbindungswerte dieser Komplexe allein Ausdruck für deren Neigung zur Diffusion in die 
Erythrozyten ist, welche in erster Linie durch deren Größe und Lipophilie bestimmt wird. 
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4.3.4 Zusammenfassung 
 
99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Schiffschen Basen verhalten sich stabil in wässrigen Lösungen und 
gegenüber freier SH-Gruppen. Weiterhin sind diese Komplexe stabil in Blut und Plasma der Ratte und 
zeigen keinerlei Tendenz zur Bindung an Proteinkomponenten. Damit erfüllt diese Klasse von 99mTc-
Chelaten hinsichtlich ihrer Stabilität die Grundvoraussetzungen für eine Anwendung als 
rezeptorbindende 99mTc-Tracer, da man davon ausgehen kann, dass diese Komplexe auch in vivo inert 
sind und in der Lage, sich frei zu verteilen. 
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Abb. 70:  99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Schiffschen Basen als Liganden im Blut der Ratte 
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4.4 4+1 Gemischtligandkomplexe des Technetium 
 
Ein weiteres interessantes Konzept für das Design rezeptorbindender 99mTc-Radiodiagnostika ist das 
bereits unter 2.2.2. eingeführte 4+1 Gemischtligandkonzept des 99mTc auf der Oxidationsstufe +3. 
Hierbei wird das Technetium (III) von dem tripodalen NS3-Liganden 2,2`,2``-Nitrilotris-(ethanthiol) 
und einem monodentaten Isocyanidliganden stabilisiert. Wie auch bei anderen 
n+1 Gemischtligandkonzepten trägt dabei der monodentate Ligand die pharmakophore Gruppe und 
kann  in seinen Eigenschaften beliebig variiert werden, während der tetradentate Ligand konstant 
bleibt. Anhand der in Abb. 71 aufgeführten Komplexe soll im folgenden das Stabilitätsverhalten dieser 
Klasse von 99mTc-Chelaten untersucht werden. 
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Abb. 71: Untersuchte 4+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc 
 
4.4.1 Stabilität von 4+1 Gemischtligandkomplexen des  99mTc in Lösung 
 
Die Präparation der dargestellten Komplexe mit 99mTc erfolgte in einer Eintopfreaktion durch Zugabe 
des monodentaten Liganden (CNR) und des tridentaten Liganden (N(CH2CH2SH)3) zu 99mTcO4- und 
anschließender Reduktion mit SnCl2. Mit den verwendeten, nicht optimierten Ligandmengen wurden 
dabei Ausbeuten von 50-75% erzielt. Dabei tritt in der Reaktionsmischung ein Nebenprodukt auf, das 
bei HPLC-Analyse nicht von der Hypersilsäule eluiert wird. Deshalb wurden bei  dieser 
Komplexklasse zur Bestimmung von Ausbeuten und Stabilität parallel zu den HPLC-Analysen 
Untersuchungen mittels Dünnschichtchromatographie (DC) durchgeführt (Abb. 72). 
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Abb. 72: Dünnschichtchromatogramm des Komplexes [Tc(NS3)1] auf RP-18 F254s (Merck), entwickelt in 
MeOH/H2O (80/20) 
A.) n.c.a.  Präparation , Reaktionsansatz 
B.) n.c.a.  Präparation , nach HPLC- Reinigung 
 
Die Identität der 99mTc-Komplexe wurde durch Vergleich der Retentionszeiten der HPLC bzw. der Rf-
Werte der DC mit den chemisch charakterisierten 99Tc-Verbindungen belegt (siehe Tabelle 24). Dabei 
erfolgte die Synthese der 99Tc-Referenzverbindungen im Gegensatz zu den 99mTc-Verbindungen nicht 
direkt, sondern in einer Zweistufenreaktion über den entsprechenden 4+1 Gemischtligandkomplex mit 
Dimethylphenylphosphin als monodentatem Ligand, aus dem dann der gewünschte Komplex durch 
Ligandensubstitution des Dimethylphenylphosphin gegen den Isocyanidliganden gewonnen wurde 
(Abb. 73). 
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Abb. 73: Präparation der 4+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc und 99Tc 
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Tabelle 24: HPLC-Daten der 4+1Gemischtligandkomplexe des 99mTc und des 99Tc 
1.) Hypersil ODS: MeOH/0,01 M PBS pH 7,4; linearer Gradient, von 70 auf 100% MeOH in 5 min   
2.) Supelguard: linearer Gradient (t[min]/%B):  (5/5),(15/60), (5/60) , A=Isopropanol/0,1%TFA 
(10/90), B= Isopropanoll/0,1% TFA (90/10) 
3.) DC auf RP-18 F254s (Merck) entwickelt in MeOH/H2O (80/20) 
 
Komplex Rt  [min] 
Hypersil 
Rt  [min] 
Supelguard 
Rf        
DC 
Referenz Rt  [min]  
Hypersil 
Rt  [min] 
Supelguard 
Rf        
DC 
[99mTc(NS3)1] 7,3 10,2 0,3 [99Tc(NS3)1] 7,1 10,2 0,3 
[99mTc(NS3)2] 5,8 9,7 0,4 [99Tc(NS3)2] 5,9 9,7 0,4 
[99mTc(NS3)3] 7,7 5,5 0,1 [99Tc(NS3)3] 7,7 5,5 0,1 
 
Nach Abtrennung der Nebenprodukte und des Ligandüberschusses mittels HPLC verhalten sich die 
4+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc in H2O, in Phosphatpuffer (0,1 M, pH = 7) und in 0,9% NaCl 
mindestens 120 min stabil. Dabei sind im betrachteten Zeitraum weder über HPLC-Analyse noch über 
Dünnschichtchromatographie Veränderungen der Ausgangskomplexe nachweisbar. 
 
4.4.2 Verhalten von 4+1 Gemischtligandkomplexen des  99mTc im Challenge mit Glutathion 
 
Bei Inkubation der 4+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc in einer wässrigen Lösung von 10 mM 
GSH verhalten sich alle untersuchten Komplexe dieser Klasse für mindestens 120 min völlig stabil 
und weder durch HPLC-Analyse noch mittels Dünnschichtchromatographie wurden Hinweise auf 
Veränderungen der Ausgangskomplexe festgestellt. SH-Gruppen tragende Verbindungen scheinen 
also auch für diese Komplexklasse keine Konkurrenzliganden darzustellen, was auch nicht 
überraschend ist, da die Ladung des Technetium auf der Oxidationsstufe +3 bereits durch die SH-
Gruppen des tripodalen NS3-Liganden vollständig kompensiert ist und somit als monodentate 
Liganden eher π-Akzeptorliganden bevorzugt sind. 
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4.4.3 Verhalten von 4+1 Gemischtligandkomplexen des  99mTc im Plasma und im Blut der 
Ratte 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass 4+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc stabil in Lösung und 
inert gegenüber SH-Gruppen sind, soll im folgenden auch diese Komplexklasse im Blut und im 
Plasma der Ratte untersucht werden. 
 
Verhalten im Plasma 
 
Inkubationsstudien von 4+1 Gemischtligandkomplexen des 99mTc mit Rattenplasma führten zu der 
Feststellung, dass sich auch diese Komplexe im Plasma mindestens 120 min vollkommen stabil 
verhalten und wie auch die 99mTc- Tricarbonylkomplexe mit Schiffschen Basen Bindungen zu 
Proteinkomponenten des Plasma ausbilden. Auch hier wird bei Untersuchung der Plasmaproben 
mittels HPLC unter Nutzung der Supelguardsäule keine Veränderung der Retentionszeit der 
Ausgangskomplexe beobachtet. Problematisch ist dabei die Tatsache, dass sich die Retentionszeiten 
der Ausgangskomplexe [Tc(NS3)1] und [Tc(NS3)2] mit denen der Plasmaproteine überschneiden, so 
dass eine Plasmabindung für diese beiden Komplexe mittels Supelguardsäule nicht eindeutig 
nachweisbar ist. Nur im Falle des Komplexes [Tc(NS3)3] unterscheidet sich die Retentionszeit des 
Ausgangskomplexes von der der Proteinkomponenten, so dass an diesem Beispiel nachgewiesen 
werden konnte, dass auch nach Inkubation im Plasma keine Radioaktivität mit den im UV 
detektierbaren Proteinbestandteilen koeluiert wird (Abb.74) Bei allen drei 99mTc- Komplexen können 
85-95% der Radioaktivität nach Inkubation mittels Ethylacetat aus dem Plasma extrahiert werden. Die 
Analysen dieser Extrakte unter Nutzung der Hypersilsäule bzw. der Supelguardsäule zeigen 
ausschließlich die intakten Ausgangskomplexe, was ein weiterer Beweis für die Stabilität der 
4+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc im Plasma ist. 
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Abb. 74:  HPLC-Chromatogramme (Supelguard) 
A.) [Tc(NS3)3] Ausgangskomplex 
B.) [Tc(NS3)3] nach 120 min Inkubation im Plasma der Ratte 
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Verhalten im Blut 
 
In Analogie zu den Untersuchungen im Plasma verhalten sich die untersuchten 
4+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc auch bei Inkubation im Blut der Ratte mindestens 120 min 
vollkommen stabil und zeigen keinerlei Tendenz zur unspezifischen Bindung an Proteinbestandteile 
(Abb. 75). Auch hier ist die Radioaktivität aus den Plasmaüberständen und aus den Hämolysaten zu 
85-95% mit Ethylacetat extrahierbar und bei HPLC- Analyse dieser Ethylacetatextrakte mittels 
Hypersilsäule sind ebenfalls nur die intakten Ausgangskomplexe nachweisbar.  
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Abb. 75: HPLC-Chromatogramme (Supelguard) [Tc(NS3)3], hämolysierte Blutprobe nach 120 min Inkubation 
im Rattenblut 
 
In Tabelle 25 sind die zugehörigen Werte für die Erythrozytenbindung im Blut und in plasmafreier 
Erythrozytensuspension dargestellt. Wie bei allen bisher untersuchten 99mTc-Chelatsystemen ist dabei 
die Erythrozytenbindung in plasmafreier Erythrozytensuspension deutlich höher als im Blut.  
 
Tabelle 25: Erythrozytengebundene  Radioaktivität in % nach Inkubation bei 37°C und 5x Waschen der        
Erythrozyten mit isotonischer NaCl-Lösung 
 
Komplex Zeit [min] Blut (Ratte) plasmafreie Erythrozytensuspension
5 13 55 [99mTc(NS3)1] 120 14 56 
5 10 67 [99mTc(NS3)2] 120 13 66 
5 30 44 [99mTc(NS3)3] 120 29 40 
 
In Analogie zu den ebenfalls in Blut und Plasma der Ratte völlig stabilen 99mTc-Tricarbonylkomplexen 
mit Schiffschen Basen als Liganden zeigen auch die 4+1 Gemischtligandkomplexe hinsichtlich ihrer 
Erythrozytenbindungswerte im Blut als auch in plasmafreier Suspension keine Veränderung zwischen 
5 und 120 min Inkubationszeit. Dieses Verhalten ist gegensätzlich zu dem der anderen 99mTc-Chelate 
(3+1 Gemischtligandkomplexe und 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Thioetherliganden), die im Blut 
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Veränderungen wie unspezifische Proteinbindung oder auch Umsatz mit GSH erfahren. Es ist also 
anzunehmen, dass bei solchen im Blut inerten Komplexen der Erythrozytenbindungswert lediglich 
Ausdruck für ein einfaches Verteilungsgleichgewicht ist, welches sich bereits nach 5 min eingestellt 
hat und wahrscheinlich hauptsächlich durch die Lipophilie, Polarität und Molekülgröße bestimmt 
wird. Im Gegensatz dazu beobachtet man bei 99mTc-Komplexen, bei denen im Blut Prozesse wie 
Bindung an Proteine, Metabolisierung sowie Verteilung und unspezifische Bindung der Metaboliten 
auftreten, eine zeitliche Veränderung des Wertes der Erythrozytenbindung, da diese Prozesse nach 5 
min meist nicht vollständig abgelaufen sind bzw. keine Gleichgewichtseinstellung erfolgt ist. 
 
4.4.4 Zusammenfassung 
 
4+1 Gemischligandkomplexe des 99mTc sind in Lösung über mehrere Stunden stabil und inert 
gegenüber SH-Gruppen enthaltenden Konkurrenzliganden. Ebenfalls stabil verhalten sich diese 99mTc-
Chelate im Blut und im Plasma der Ratte und zeigen dabei keinerlei Tendenz zur unspezifischen 
Bindung an Proteinkomponenten. Damit scheint auch diese Klasse von 99mTc-Chelaten hinsichtlich 
ihrer In-vitro-Stabilität zum Design rezeptorbindender 99mTc-Tracer geeignet zu sein. In Analogie zu 
den ebenfalls stabilen 99mTc-Tricarbonylkomplexen mit Schiffschen Basen ist das Verhalten der 99mTc-
4+1 Gemischligandkomplexe im Blut in Abb. 76 zusammengefasst. 
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Abb. 76:  4+1 Gemischligandkomplexe des 99mTc im Blut der Ratte 
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5 Zur Tumoraffinität von Komplexen des Technetiums mit Glutathion 
 
Angeregt durch die sich seit einigen Jahren durch die Literatur ziehenden Berichte zur Tumoraffinität 
von „99mTc-GSH“ wurden am Rande der vorliegenden Arbeit auch Untersuchungen zur Chemie und 
zum Bioverhalten von Komplexen des 99mTc mit Glutathion durchgeführt. Die Präparation der 
allgemein als „99mTc-GSH“ bezeichneten Verbindung erfolgte in allen Publikationen nach einer 1978 
veröffentlichten Vorschrift von Ercan et al. bei der zu 20 mg GSH in 2 ml H2O zwischen 0,2 bis 0,3 
mg SnCl2 zugegeben wurden und anschließend, nach Einstellung des pH-Wert auf 5 bzw. 7, die 
Zugabe von TcO4- erfolgte [169]. Für die nach dieser Vorschrift erhaltene Verbindung wurde im 
Tierversuch die Anreicherung bei entzündlichen Prozessen sowie in künstlichen Abszessen festgestellt 
[172, 173]. Weiterhin wurde in klinischen Studien am Menschen die für eine Tumordarstellung mittels 
SPECT ausreichende Anreicherung des „99mTc-GSH“ im ocularen Melanom [174], in Metastasen des 
malignen Melanoms [171] als auch in Tumoren des Kopf/Hals-Bereiches [170] nachgewiesen. Die 
publizierte chemische Charakterisierung des „99mTc-GSH“ beschränkte sich dabei auf einige, wenig 
aussagekräftige dünnschichtchromatographische Untersuchungen, so dass keine Angaben über 
Strukturvorstellungen zu dieser 99mTc-GSH-Verbindung vorlagen. Erst 1999 wurde ein chemisch 
vollständig charakterisierter 2:1 Komplex des 99Tc auf der Oxidationstufe +5 veröffentlicht, von dem 
angenommen wird, dass dieser dem bisher in der Literatur beschriebenen tumoraffinen „99mTc-GSH“ 
entspricht [175,176].  
Glutathion und Glutathion- abhängige Enzyme spielen eine zentrale Rolle in der zellulären Abwehr 
toxischer Verbindungen aus der Umwelt. Aus der Literatur ist weiterhin hinreichend bekannt, dass die 
intrazelluläre Glutathion- Homeostase über multifaktorielle Mechanismen einen entscheidenden 
Einfluss auf die Resistenz von Krebszellen gegenüber den zur Therapie eingesetzten 
Chemotherapeutika ausübt. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Systeme der 
Glutathionbiosynthese und -resynthese, die Glutathion-S-Transferase sowie auch glutathionabhängige 
Transportsysteme besonders in resistenten Tumorzelllinien überexprimiert werden [168]. Aus diesem 
Grunde ist es durchaus vorstellbar, dass Glutathion bzw. Verbindungen des Glutathion mit 
Technetium bevorzugt von Tumorzellen aufgenommen werden und sich dadurch zur 
Tumordarstellung mit SPECT anbieten. Dabei ist anzunehmen, dass die Technetium-
Glutathionverbindungen dieselben Transportsysteme nutzen wie das Glutathion selbst [130].  
Daher war es im folgenden von Interesse, den definierten 1:2 Komplex des 99mTc mit GSH mit der von 
Ercan beschriebenen Präparation von 99mTc-GSH hinsichtlich ihrer chromatographischen 
Eigenschaften, ihrer Bioverteilung und ihrer Tumoraffinität zu vergleichen. Weiterhin sollte 
untersucht werden, ob möglicherweise auch der in Kapitel 3. identifizierte stabile Metabolit der 3+1 
Gemischtligandkomplexe, der mit Glutathion als monodentatem Liganden [TcO(SNMeS)(GS)], 
Tumoraffinität aufweist. 
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5.1 Synthese und Charakterisierung der 99mTc-Glutathionkomplexe 
 
5.1.1 Der 1:2 Technetium- Glutathionkomplex (1:2 TcO-GSH) 
 
Synthese des 1:2 99TcO-GSH als Referenzverbindung 
 
Wie allgemein üblich, erfolgte die Identifizierung der 99mTc-Verbindungen durch Vergleich der 
chromatographischen Eigenschaften mit den entsprechenden 99Tc-Referenzverbindungen. Die 
Synthese des 1:2 99TcO-GSH erfolgte dabei in einer Zweistufenreaktion, ausgehend vom 99Tc-
Gluconat. Bei Zugabe von GSH zum 99Tc-Gluconat beobachtet man die Bildung eines gelben 
Komplexes mit einem Absorptionsmaximum bei 397 nm. Bei Verfolgung der Komplexbildungs-
reaktion mittels UV/VIS-Spektroskopie ausgehend vom 99Tc-Gluconat stellt man bei schrittweiser 
Zugabe des GSH in Ligand:Metallmolverhältnissen von 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 und 3,0 eindeutig die 
Bildung eines 1:2 99TcO-GSH-Komplexes fest (Abb. 77A). Bei Untersuchungen mittels 
Papierelektrophorese bei pH = 4, 7 und 9 verhielt sich der Komplex jeweils anionisch. 
Massenspektrometrisch wurde für den gebildeten 1:2 99TcO-GSH-Komplex ein Molekulargewicht von 
726g/mol ermittelt (Abb. 77B), während die berechnete Masse für einen 1:2 99TcO-GSH-Komplex 
727g/mol beträgt. Dabei wird davon ausgegangen, dass jeweils der thiolische Schwefel und ein Säure-
Amidstickstoff jedes GSH- Moleküls koordiniert, wobei unklar ist, ob der Säure-Amidstickstoff im 
Komplex protoniert oder deprotoniert vorliegt. Aus anderen Untersuchungen ist bekannt, dass 
Amidgruppen im Zuge der Komplexbildung leicht deprotoniert werden [138], wodurch sich das 
gefundene Molekulargewicht von 726 g/mol erklären würde.  
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Abb. 77A: Reaktion 99Tc-Gluconat mit GSH, UV/VIS- Spektren bei schrittweiser Zugabe des GSH 
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B. 
 
 
 
Abb. 77B:  Reaktion 99Tc-Gluconat mit GSH, Massenspektrum des 1:2 99TcO-GSH-Komplex 
 
Der so erhaltene hydrophile 1:2 99TcO-GSH-Komplex wurde chromatographisch unter Nutzung von 
Dünnschichtchromatographie und HPLC charakterisiert (Tabelle 26). Dabei kann mittels 
Dünnschichtchromatographie auf Kieselgel das Vorhandensein von Pertechnetat bzw. das 
Vorhandensein von hydrolysiertem reduziertem Technetium nachgewiesen werden. Mittels 
Dünnschichtchromatographie unter Nutzung einer RP18-Phase mit einem MeOH/Wasser-Gemisch als 
Eluent ist regelrecht die Entstehung eines hydrophilen Komplexes nachweisbar. Die Unterscheidung 
von unumgesetztem Tc- Gluconat vom 1:2 99TcO-GSH-Komplex erfolgte mit HPLC unter Einsatz 
einer Eurosphersäule 100 – C18 (Laufmittel: Phosphatpuffer pH = 5,0 Acetonitril (Gradient: von 0 auf 
90 % Acetonitril in 15 min).  
 
Tabelle 26:  Chromatographische Charakterisierung des 1:2 99TcO-GSH-Komplex  
Trägermaterial Laufmittel Rf-Wert Aussage 
Dünnschicht    
Kieselgel Aceton 0,0 kein  99TcO4- mehr vorhanden (Rf = 0,95) 
Kieselgel Wasser 0,95 kein reduziertes hydrolysiertes Tc 
vorhanden (Rf = 0,0) 
RP18 MeOH/Wasser 
80/20 
 
0,85 
Nachweis eines hydrophilen Tc-Komplexes
HPLC  Rt-Wert  
Eurospher 100-C18 Phosphatpuffer pH = 5,0 
Acetonitril (Gradient: von 
0 auf 90 % Acetonitril in 
15 min) 
 
7,3 min 
Nachweis Umsetzung des 99Tc-Gluconat 
(Rt = 2,1 min] 
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Zur Synthese des 1:2 99mTcO-GSH-Komplex 
 
Beim Versuch der Synthese des 1:2 99TcO-GSH-Komplexes auf n.c.a.- Niveau wurde ebenfalls vom 
99mTc-Gluconat ausgegangen. Dabei verlief die Synthese des 99mTc-Gluconat stets optimal, d.h. mittels 
DC auf Kieselgel war kein TcO4- und kein reduziertes hydrolysiertes Technetium nachweisbar und auf 
RP18 mit einem MeOH/Wasser-Gemisch als Eluent war eindeutig die Entstehung eines einheitlichen 
hydrophilen Komplexes sichtbar. Bei Zugabe von GSH erhält man aber den gewünschten 1:2 99mTcO-
GSH-Komplex nur in sehr geringen Ausbeuten, stattdessen beobachtet man auf RP18-Material zum 
großen Teil ein Produkt, welches am Start hängen bleibt und auch mittels HPLC nicht eluierbar ist. 
Dabei gelang es nicht, durch Variation der zugegebenen GSH- Menge (im Bereich von 0,05 mg bis 
1,0 mg) die Ausbeute wesentlich zu steigern, wobei man bei höheren GSH- Zugaben von 0,2 bis 1,0 
mg fast ausschließlich das nicht eluierbare Reaktionsprodukt erhält. Bei Verwendung von sehr 
geringen Mengen GSH (0,05 bis 0,1 mg) wiederum kann man dieses weitestgehend zurückdrängen, 
erhält dann aber im Reaktionsansatz teils noch unumgesetztes 99mTc-Gluconat, welches mittels HPLC 
detektierbar ist (Abb. 78A/B). Die Ursachen für dieses Reaktionsverhalten sind unklar, 
möglicherweise kommt es durch Reaktion mit überschüssigem GSH oder SnCl2 zur Bildung 
hydrophober Komplexe auf niedrigerer Oxidationsstufe.  
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Abb. 78: Reaktionsansatz des 1:2 99mTcO-GSH-Komplex mit 0,1 mg GSH 
A.) DC: stationäre Phase RP18, mobile Phase MeOH/H2O (80/20) 
B.) HPLC-Chrommatogramm: Eurospher 100-C18, A = Acetonitril, B = Phosphatpuffer pH = 5,0  
(Gradient: von 0 auf 90 % A in 15 min) 
 
Aufgrund der beschriebenen Schwierigkeiten der n.c.a.- Präparation des 1:2 99mTcO-GSH-Komplexes 
erfolgte die Präparation dieses Komplexes für biologische Untersuchungen unter Zusatz von 99TcO4- 
(1 µM) zum 99mTcO4-. Unter diesen Bedingungen ist die genaue stöchiometrische Zugabe der 
einzelnen Komponenten (SnCl2, GSH) möglich, wodurch die Entstehung des genannten nicht 
eluierbaren Nebenprodukts fast vollständig unterbunden werden konnte. Das erhaltene 
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Reaktionsprodukt verhält sich chromatographisch in allen untersuchten Systemen wie der 99Tc-
Referenzkomplex und ist nach HPLC- Reinigung mittels Eurospher- Säule in wässriger Lösung 
mindestens 180 min vollkommen stabil. 
 
5.1.2 Zum „99mTc-GSH“ nach Ercan et al. 
 
Die chromatographischen Daten des 1:2 99mTcO-GSH-Komplexes wurden mit denen des Produktes 
verglichen, welches aus dem von Ercan et al. veröffentlichten Reaktionsansatz resultiert. Dabei wird 
zu einer Lösung von 20 mg GSH in 2 ml H2O 0,2-0,3 mg SnCl2 gegeben und nach Einstellung des pH-
Wertes auf 7 erfolgt die Zugabe des 99mTcO4-. Dabei variieren die unterschiedlichen Literaturangaben 
bezüglich des pH-Werts insofern, dass der pH-Wert teilweise auf 5 und teilweise auf 7 eingestellt 
wird. Das auf diese Weise erhaltene Reaktionsprodukt wurde laut Literaturangaben ohne weitere 
Reinigungsschritte dem Patienten bzw. dem Tier injiziert (170, 171, 172). In Tabelle 27 sind die 
chromatographischen Daten des so erhaltenen Produktes aufgeführt. 
 
Tabelle 27: Chromatographische Charakterisierung des  99mTc-GSH nach Ercan 
Trägermaterial Laufmittel Rf-Wert Aussage 
Dünnschicht    
Kieselgel Aceton 0,0 kein  99TcO4- mehr vorhanden (Rf = 0,95) 
Kieselgel Wasser 0,0- 0,95 kein reduziertes hydrolysiertes Tc 
vorhanden (Rf = 0,0) 
RP18 MeOH/Wasser 
80/20 
 
0,0 – 0,2 
Nachweis eines hydrophoben Tc-
Komplexes 
HPLC  Rt-Wert  
Eurospher 100-C18 Phosphatpuffer pH = 5,0 
Acetonitril (Gradient: von 
0 auf 90 % Acetonitril in 
15 min) 
 
Keine 
Elution 
Nachweis Umsetzung des 99Tc-Gluconat 
(Rt = 2,1 min] 
 
Auffallend ist dabei, dass sich die chromatographischen Eigenschaften des 1:2 99mTcO-GSH-
Referenzkomplexes deutlich von denen des nach Ercan erhaltenen Produktes unterscheiden. Beiden 
Ansätzen ist gemeinsam, dass kein Pertechnetat mehr mittels DC nachweisbar ist. 
Bereits bei Durchführung der DC auf Kieselgel mit Wasser als Eluent erhält man deutlich 
verschiedene Bilder; während die 1:2 99TcO- GSH-Referenz einheitlich mit einem Rf- Wert von 0,95 
wandert, verteilt sich beim Ansatz nach Ercan die Radioaktivität über die gesamte DC- Platte, wobei 
der am Start verbleibende Anteil leicht variieren kann. Dies entspricht auch den Literaturangaben von 
Ercan et al. (1978). Besonders signifikant sind die Unterschiede bei Untersuchung der Komplexe 
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mittels DC auf RP18-Material mit einem Gemisch von MeOH/Wasser im Verhältnis 80/20 als Eluent, 
wo die 1:2 99TcO-GSH-Referenz mit einem Rf- Wert von ca. 0,85 läuft, während das Produkt des 
Reaktionsansatzes nach Ercan komplett am Start hängen bleibt. Weiterhin ist das Produkt nach Ercan 
im Unterschied zur 1:2 99TcO-GSH-Referenz in der HPLC nicht von der Eurospher- Säule eluierbar. 
Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass sich das im Reaktionsansatz nach Ercan erhaltene Produkt von 
dem charakterisierten 1:2 99TcO-GSH-Referenzkomplex unterscheidet. Dabei scheint das 
Reaktionsprodukt nach Ercan dem Nebenprodukt zu entsprechen, was bereits beim Versuch der n.c.a.- 
Synthese des 1:2 99mTcO-GSH-Komplexes beobachtet wurde. 
 
Tabelle 28:  Vergleich der verschiedenen Tc -GSH- Präparationen mittels Dünnschichtchromatographie 
Komplex/ 
DC-System 
1:2 99TcO-GSH-Referenzkomplex Tc-GSH nach Ercan 
 
Kieselgel/ 
Aceton 
 
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
1:2 99TcO-GSH-Referenz
TcO4
-
Start Front
Laufstrecke in mm 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
FrontStart
99mTc-GSH Ercan
Laufstrecke in mm
 
Kieselgel/ 
Wasser 
 
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
1:2 99TcO-GSH-ReferenzStart Front
Laufstrecke in mm
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Start Front
Laufstrecke in mm
 
RP18/ 
MeOH/H2O 
(80/20) 
0 20 40 60 80 100
1:2 99TcO-GSH-Referenz
Laufstrecke in mm
0 20 40 60 80 100
Tc-GSH Ercan
Start Front
Laufstrecke in mm
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Um auszuschließen, dass das Verhalten des Reaktionsprodukts nach Ercan in DC und HPLC auf pH- 
Effekten beruht, wurde der Reaktionsansatz vergleichsweise bei pH = 5,7 und 9 durchgeführt. Alle 
drei Reaktionsansätze führten dabei zu dem gleichen, nicht von RP18-Material eluierbaren Produkt. 
Auch unter Nutzung von MeOH/Phosphatpuffergemischen mit variierenden pH-Werten (pH = 3 
und 7) als Laufmittel war keine Elution der Verbindung vom RP18 Material möglich. Um auch 
Absorptionseffekte auszuschließen, die auf den unterschiedlichen Konzentrationen des 99mTc-Ansatzes 
nach Ercan und des 1:2 99TcO-GSH-Referenzkomplex beruhen wurde auch eine DC eines Gemisch 
beider Komponenten auf RP18 mit MeOH/ Phosphatpuffer (0,01 M pH = 7,4) (80/20) als Laufmittel 
angefertigt. Dabei trennte sich der gelbe 1:2 99TcO-GSH-Referenzkomplex deutlich von dem am Start 
verbleibenden Reaktionsprodukt nach Ercan ab. Es kann also weitestgehend ausgeschlossen werden, 
dass das vom 1:2 99TcO-GSH-Referenzkomplex abweichende chromatographische Verhalten des „Tc-
GSH“ nach Ercan auf Artefakte zurückzuführen ist. Vielmehr ist anzunehmen, dass unter den 
Bedingungen nach Ercan, besonders durch den erheblichen Überschuss an SnCl2, nicht ausschließlich 
der hydrophile 1:2 99TcO-GSH-Referenzkomplex auf der Oxidationsstufe +5, sondern auch 
hydrophobe Produkte auf niedrigerer Oxidationsstufe entstehen. Ein solches Verhalten ist in der 
Literatur beispielsweise auch für Koordinationsverbindungen des 99mTc mit DMSA (2,3 – 
Dimercaptobernsteinsäure) beschrieben. Hier entsteht in Abhängigkeit vom pH-Wert entweder der 
tumoraffine Komplex auf der Oxidationstufe +5 (99mTc(V)DMSA) oder der in der Nierenszintigraphie 
eingesetzte Komplex auf der Oxidationsstufe +3 (99mTc(III)DMSA). Beide Produkte unterscheiden 
sich deutlich sowohl in ihrer Bioverteilung als auch in ihrem chromatographischem Verhalten, 
insbesondere in der Dünnschichtchromatographie [194, 195]. 
 
5.2 Zum Bioverhalten der  99mTc-Glutathionkomplexe 
 
Im folgenden sollen nun die unterschiedlichen Technetium- Glutathionkomplexe hinsichtlich ihrer 
Bioverteilung und Tumoraffinität verglichen werden. Dabei wird die unter 5.1.1 charakterisierte c.a. 
Präparation des 1:2 99/99mTcO-GSH verwendet und mit dem 99mTc-GSH-Produkt nach Ercan 
verglichen. Die Synthese des verwendeten 3+1 99mTc Komplexes mit GSH als monodentatenm 
Liganden [99mTcO(SNMeS)(GS)] erfolgte wie unter 6.3.1 beschrieben durch vollständigen Umsatz des 
Komplexes Tc3b mit GSH. 
Zur biologischen Charakterisierung der Komplexe wurde die Organverteilung der Präparate nach 30 
min in der Wistar-Ratte und in tumortragenden Nacktmäusen bestimmt. Dazu wurden die verwendeten 
Tumore 15-20 Tage vor der Untersuchung implantiert, wobei es sich um ein humanes 
Plattenepithelkarzinom (Hypopharynx, Zelllinie: FaDU DD) handelte. Das Gewicht der 
tumortragenden Tiere betrug 30 g und das Tumorgewicht lag zwischen 0,9 g und 1,2 g. 
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Tabelle 29: Organverteilung der Tc-GSH-Präparationen in 5-6 Wochen alten männlichen Wistar-Ratten nach 
5 min (n = 5) in % Dosis/g 
 
Komplex 1:2 TcO-GSH-Komplex 99mTc-GSH (Ercan) [99mTcO(SNMeS)(GS)] 
Tc14b 
Blut 0,7 ± 0,2 1,1 ± 0,1 1,5 ± 0,2 
Lunge 0,6 ± 0,1 0,7 ± 0,1 1,0 ± 0,3 
Herz 0,4 ± 0,1 0,4± 0,0 0,7 ± 0,1 
Niere 14,1 ± 2,6 10,6 ± 1,7 16,5 ± 0,5 
Leber 0,6 ± 0,1 0,8± 0,1 2,1 ± 0,3 
 
 
Tabelle 30: Erythrozytengebundene  Radioaktivität in % nach Inkubation bei 37°C und 5x Waschen der 
Erythrozyten mit isotonischer NaCl-Lösung ( HK = 42) 
 
Komplex Zeit 
[min] 
Blut (Ratte) plasmafreie 
Erythrozytensuspension 
5 0,1 0,3 1:2 TcO-GSH-Komplex 
120 8,3 15 
5 0,5 1,8 99mTc-GSH (Ercan) 
120 7,4 9,1 
5 1,6 2,4 [99mTcO(SNMeS)(GS)] 
Tc14b 120 9,4 13,8 
 
 
Tabelle 31: Organverteilung  der Tc-GSH-Präparationen in tumortragenden Nacktmäusen nach 30 min (n = 5) in 
% Dosis/g 
 
Komplex 1:2 TcO-GSH-Komplex 99mTc-GSH (Ercan) [99mTcO(SNMeS)(GS)] 
Tc14b 
Blut 1,8 ± 0,2 2,4 ± 0,4 3,3 ± 0,4 
Lunge 2,3 ± 0,7 2,6 ± 0,7 2,8 ± 0,4 
Herz 1,0 ± 0,1 1,4 ± 0,6 1,5 ± 0,5 
Niere 19 ± 2,1 22 ± 2,2 7,7 ± 0,3 
Leber 0,9 ± 0,1 1,6 ± 0,8 4,2 ± 0,6 
Muskel 0,5 ± 0,1 0,7 ± 0,5 0,5 ± 0,1 
Tumor 1,6 ± 0,2 1,5 ± 0,4 1,0 ± 0,3 
Verhältnis   
Tumor/Muskel 
3,2 2,1 2 
Verhältnis        
Tumor/Blut 
0,88 0,63 0,3 
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Aus den Werten der Organverteilung beider Spezies geht hervor, dass alle drei Tc-GSH Komplexe 
bevorzugt über die Niere ausgeschieden werden. Die in den Tumormäusen ermittelte Ausscheidung 
über den Darm lag dabei für alle drei Komplexpräparationen unter 10%. Erstaunlicherweise findet 
man in der Ratte sowie auch in der Tumormaus eine nahezu identische Organverteilung zwischen dem 
carrier added 1:2 99/99mTcO-GSH-Komplex und dem 99mTc-GSH nach Ercan. Dies ist insofern 
überraschend, als dass man aufgrund der Ergebnisse der dünnschichtchromatographischen 
Untersuchungen erwarten würde, dass sich das 99mTc-GSH nach Ercan deutlich lipophiler verhält und 
demnach eine deutlich höhere Leberaufnahme zeigen sollte als der 1:2 TcO-GSH-Komplex. 
Möglicherweise sind die erhaltenen Tc-GSH-Komplexe beider Präparationen trotz unterschiedlicher 
chromatographischer Eigenschaften strukturell sehr ähnlich oder aber beide Produkte werden trotz 
erheblicher struktureller Unterschiede durch die selben, vom Glutathion bestimmten Mechanismen 
bzw. Proteine transportiert und verteilt. Allgemein weichen die für die Präparation nach Ercan 
gefundenen Organverteilungswerte in der Ratte von den 1978 veröffentlichten Werten deutlich ab. 
Etwas unterschiedlich dazu verhält sich der Komplex [TcO(SNMeS)(GS)] in beiden Spezies, wobei 
die Unterschiede besonders in den Werten für Niere und Leber deutlich werden. Dabei ist die 
Nierenaufnahme des Komplexes [TcO(SNMeS)(GS)] in der Ratte nach 5 min deutlich höher und in 
den Tumormäusen nach 30 min deutlich niedriger als bei dem 1:2 TcO-GSH-Komplex und dem 99mTc-
GSH nach Ercan.  
Alle drei untersuchten Komplexe des Tc mit Glutathion zeigen eine deutliche Tumoraufnahme, wobei 
die des Komplexes [TcO(SNMeS)(GS)] unter der des 1:2 TcO-GSH-Komplexes und des 99mTc-GSH 
nach Ercan liegt. Prinzipiell führt der bei allen drei Komplexen relativ hohe Blutpool zu für SPECT-
Darstellungen ungünstigen Verhältnissen von Tumor zu Blut (0,63 bis 0,88). Günstiger hingegen 
gestaltet sich bei allen drei Komplexen das Verhältnis Tumor zu Muskel (2 bis 3,3), so dass es 
durchaus denkbar ist, dass alle drei Komplexe zur Darstellung oberflächlicher Tumoren im 
Muskelgewebe oder in wenig durchbluteten Regionen, wie es beispielsweise beim malignen Melanom 
oder bei Tumoren des Kopf/Hals-Bereiches der Fall ist, geeignet sind. 
Zusätzlich wurde für alle drei Komplexpräparationen die Erythrozytenbindung im Blut und in 
plasmafreier Erythrozytensuspension der Ratte untersucht. Für alle drei Komplexe stellt man dabei 
eine sehr geringe Erythrozytenaufnahme fest, wie auch aufgrund der negativen Ladung und des 
hydrophilen Charakters der Komplexe erwartet  
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6 Zusammenfassung der Ergebnisse und Schlussfolgerungen 
 
Als Vorraussetzung für das Design von 99mTc-Radiotracern zur Darstellung biochemischer und 
molekularbiologischer Prozesse wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl von Chelatsystemen des 
Technetiums unterschiedlicher Oxidationsstufen entwickelt, die die Kopplung des körperfremden 
Metalls Technetium an biologisch relevante Ankergruppen ermöglichen. Dabei sind besonders solche 
Systeme vorteilhaft, bei denen die entsprechenden pharmakophoren Liganden mit verhältnismäßig 
geringem synthetischen Aufwand zugänglich sind, damit man in vertretbaren Zeiträumen zu den im 
biologischen System zu testenden Technetiumverbindungen gelangt. 
Als besonders interessante Systeme haben sich in dieser Hinsicht die n+1 Gemischtligandkomplexe 
des Tc sowie die Tricarbonylkomplexe des Tc erwiesen. Ein besonders intensiv untersuchtes System 
mit entsprechend großem Pool unterschiedlicher Liganden stellt dabei das 3+1 Gemischtligandkonzept 
des Technetiums dar. 
In der vorliegenden Arbeit wurden systematische Untersuchungen zur Beurteilung von Stabilität und 
Metabolisierbarkeit unterschiedlicher Chelatsysteme des Technetiums im biologischen System 
durchgeführt. Im Mittelpunkt der Betrachtung standen dabei Ligandenaustauschreaktionen von 
Technetiumchelaten mit im Organismus vorkommenden, natürlichen Konkurrenzliganden, die zur 
unspezifischen Anreicherung und Verteilung des Technetiums im Organismus führen. 
Besonders ausführliche Untersuchungen wurden in dieser Hinsicht anhand der 
3+1 Gemischtligandkomplexe des Technetiums (V) [99mTcO(SES)(RS)] (E = S, NMe) durchgeführt. 
Dabei wurde gezeigt, dass der monodentate Thiolligand der 3+1 Gemischtligandkomplexe sowohl in 
vitro als auch in vivo gegen konkurrierende SH-Gruppen, insbesondere gegen Glutathion, im Sinne 
einer Ligandensubstitution ausgetauscht werden kann. Diese Ergebnisse wurden auch in unabhängigen 
Arbeiten von Nock et al. [185] und Pelecanou et al. [186] anhand strukturverwandter 
3+1 Gemischtligandkomplexe des Technetiums bestätigt. 
Die Reaktivität der 3+1 Gemischtligandkomplexe des Technetiums gegenüber Thiolen wird sowohl 
vom tridentaten Liganden als auch vom monodentaten Liganden beeinflusst, wodurch sich eine große 
Spannbreite im Stabilitätsverhalten dieser Komplexklasse ergibt. Dabei sind die Komplexe des Typs 
[99mTcO(SSS)(RS)] gegenüber SH-Gruppen haltiger Konkurrenzliganden wesentlich reaktiver als die 
des Typs [99mTcO(SNMeS)(RS)]. Daher reagieren die Komplexe des Typs [99mTcO(SNMeS)(RS)] 
sowohl in vitro als auch in vivo im wesentlichen nur mit GSH, der in vivo meist verfügbaren 
thiolischen Verbindung, währenddessen die Komplexe des Typs [99mTcO(SSS)(RS)] auch in der Lage 
sind mit den SH-Gruppen von Proteinen zu reagieren. Da sich im Blut das GSH intrazellulär in den 
Erythrozyten befindet, konnte gezeigt werden, dass das Stabilitätsverhalten der 
3+1 Gemischtligandkomplexe im Blut auch mit der Erythrozytenaufnahme der Komplexe korreliert.  
Weiterhin stellt man erhebliche Stabilitätsunterschiede beim Vergleich der 
3+1 Gemischtligandkomplexe im Rattenblut im Gegensatz zum Humanblut fest. Diese Unterschiede 
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beruhen zum einen auf der unterschiedlichen Affinität der Erythrozyten unterschiedlicher Spezies zu 
den 3+1 Gemischtligandkomplexen, zum anderen aber auch auf der nachgewiesenen unterschiedlichen 
Reaktivität der SH-Gruppen von Albumin und Hämoglobin in Ratte und Mensch.  
Für die Komplexe des Typs [99mTcO(SSS)(RS)] kann aufgrund deren Metabolisierung im Blut 
innerhalb von wenigen Minuten und deren hohen Tendenz zur unspezifischen Bindung an Proteine 
davon ausgegangen werden, dass diese keine günstigen Kandidaten für ein 99mTc-Radiopharmakon 
darstellen. Keine so absolute Aussage ist für die Komplexe des Typs [99mTcO(SNMeS)(RS)] zu 
treffen. Zwar werden diese Komplexe ebenfalls mit GSH unter Austausch des monodentaten Liganden 
umgesetzt, doch zeigen sie eine wesentlich geringere Reaktivität und keine Tendenz zur 
unspezifischen Bindung an Proteine. Aus In-vitro-Untersuchungen im Rattenblut würde man 
schlussfolgern, dass auch die Stabilität dieses Komplextyps zur Rezeptordarstellung ungenügend ist. 
Im humanen Blut allerdings stellt man fest, dass sich die Komplexe [99mTcO(SNMeS)(RS)] wesentlich 
stabiler verhalten, so dass man eine Eignung genügend affiner Verbindungen zur Rezeptordarstellung 
nicht von vornherein ausschließen kann. 
Möglicherweise kann man sich die Reaktivität der 3+1 Gemischtligandkomplexe gegenüber GSH in 
Form eines Anreicherungsmechanismus zu Nutze machen, so dass diese Komplexklasse ungeachtet 
ihrer Tauglichkeit zur Darstellung von Rezeptoren für die Darstellung gewebespezifischer 
Transportprozesse zur Anwendung kommen könnte, zumal man mit den gefundenen Abhängigkeiten 
über breite Variationsmöglichkeiten hinsichtlich der Komplexstabilität und somit möglicherweise 
hinsichtlich ihrer Anreicherungs- und Clearancegeschwindigkeiten verfügt. 
Keine Alternative zu den 3+1 Gemischtligandkomplexen stellen die weiterhin betrachteten 
3+1+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc dar. Diese Komplexe reagieren in Analogie zu den 
entsprechenden 3+1 Gemischtligandkomplexen mit den SH-Gruppen von GSH und von Proteinen 
unter Austausch des monodentaten Liganden. Dabei ist die Reaktivität der 
3+1+1 Gemischtligandkomplexe gegenüber thiolischem Schwefel allgemein wesentlich höher als die 
der 3+1 Gemischtligandkomplexe. Zusätzlich dazu neigen die 3+1+1 Gemischtligandkomplexe stark 
zur Rückoxidation zu den 3+1 Gemischtligandkomplexen, woraus sich bereits in Lösung 
Stabilitätsprobleme ergeben. 
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Abb. 79: Ligandenaustauschreaktionen der 3+1 Gemischtligandkomplexe und 3+1+1 Gemischtligandkomplexe 
des Technetium 
 
Als weitere große Gruppe wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Tricarbonylkomplexe des 
Technetiums auf der Oxidationsstufe +1 untersucht, wobei sowohl solche mit Dithioetherliganden 
als auch solche mit Schiffschen Basen als Liganden betrachtet wurden. Dabei wurde festgestellt, 
dass hinsichtlich der Stabilität der 99mTc-Tricarbonyl-Komplexe mit bidentaten 
Dithioetherliganden zum einen die Möglichkeit der Substitution des Chloratoms an der sechsten 
Koordinationsstelle des Technetiums und zum anderen die Substitution des gesamten 
Dithioetherliganden betrachtet werden muss. Ligandenaustauschreaktionen des Chloratoms gegen 
Lösungsmittelmoleküle treten bereits in Lösung auf und führen zu Gemischen von 99mTc-Komplexen 
unterschiedlicher Ladung, welche für In-vivo-Untersuchungen ungeeignet sind. Dem durch Austausch 
des Chloridatoms bedingten Stabilitätsproblem dieser Komplexklasse in Lösung kann man dabei 
entweder durch einen Überschuss an NaCl in der Lösung oder durch Einführung einer dritten, zur 
Koordination befähigten Gruppe am Dithioetherliganden begegnen. Im Plasma der Ratte stellt man für 
diese Komplexklasse allgemein eine starke Tendenz zur unspezifischen Bindung an Proteine fest, die 
unabhängig von der Art der Besetzung an der sechsten Koordinationsstelle ist. Es wurde festgestellt, 
dass der thiolische Schwefel kein Konkurrenzligand für Tricarbonylkomplexe des Tc(I) mit 
Dithioetherliganden darstellt. Stattdessen konnte gezeigt werden, dass Stickstoffliganden prinzipiell in 
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der Lage sind, den Dithioetherschwefel zu substituieren, so dass die unspezifische Proteinbindung 
dieser Komplexklasse möglicherweise auf einen Ligandenaustausch des Dithioetherliganden gegen 
stickstoffhaltige, insbesondere histidinhaltige Proteinsequenzen zurückzuführen ist.. 
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Abb. 80: Ligandenaustauschreaktionen  Tricarbonyltechnetiumkomplexe mit Dithioeterliganden 
 
Indirekt bestätigt wird diese Interpretation auch durch die Beobachtung, dass die entsprechenden 
99mTc-Tricarbonyl-Komplexe mit Schiffschen Basen als Liganden vollkommen stabil sowohl im 
Blut als auch im Plasma der Ratte sind und keinerlei Tendenz zur unspezifischen Bindung an Proteine 
zeigen. Erstaunlicherweise findet bei diesen Komplexen auch in Lösung kein Austausch des die 
sechste Koordinationsstelle besetzenden Chloratoms statt. Tricarbonylkomplexe des Technetium mit 
stickstoffhaltigen Liganden scheinen also bevorzugt und demzufolge stabiler zu sein als solche mit 
Dithioetherliganden. 
Ebenso inert in Lösung sowie in Blut und Plasma der Ratte verhielt sich die Klasse der 
4+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc auf der Oxidationsstufe +3. Auch bei diesen Komplexen 
stellt der thiolische Schwefel keinen Konkurrenzliganden dar.  
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Abb. 81: Inerte Tc-Chelate 
 
 
Grundsätzlich konnte also die unspezifische Bindung von Tc-Chelaten an Proteine in vivo als auch in 
vitro auf spezielle Ligandaustauschreaktionen zurückgeführt werden. Allgemein wurde stets eine gute 
Korrelation zwischen dem Stabilitätsverhalten der Tc-Komplexe im Challengeexperiment und dem In-
vivo und In-vitro- Stabilitätsverhalten der untersuchten Tc-Chelate festgestellt. Grundsätzlich sind 
solche Komplexklassen, die, wie im Falle der untersuchten 3+1 Gemischtligandkomplexe, 
3+1+1 Gemischtligandkomplexe und der 99mTc-Tricarbonyl-Komplexe mit Dithioetherliganden, 
Ligandaustauchreaktionen mit im Organismus vorkommenden Konkurrenzliganden eingehen können, 
auch im Blut und im Plasma instabil und somit für das Design rezeptorbindender 99mTc-Radiotracer 
eher ungeeignet. Die im Challengexperiment gegenüber den bekannten natürlichen 
Konkurrenzliganden inerten Tc-Chelatsysteme hingegen, wie die 4+1 Gemischtligandkomplexe des 
99mTc und die 99mTc-Tricarbonyl-Komplexe mit Schiffschen Basen als Liganden, verhalten sich 
auch in Blut und Plasma inert und zeigen keine Tendenz zur unspezifischen Bindung an Proteine. 
Solche Tc-Chelatsysteme erscheinen daher für das Design von 99mTc-Radiotracern zur Darstellung 
biochemischer Zusammenhänge prinzipiell geeigneter. 
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Experimenteller Teil 
 
7 Methoden und Synthesen 
 
7.1 Analytische Methoden 
 
7.1.1 Geräte 
 
Die Infrarotspektren wurden an einem FTIR-Spekrometer der Firma Perkin-Elmer vermessen. Die 
Schmelzpunkte wurden auf einem BOETIUS-Mikroheiztisch bestimmt. Die Aufnahme der 1H-NMR-
Spektren (400 MHz) erfolgte an einem INOVA-400 der Firma Varian. Die Massenspektren wurden an 
der TU-Dresden mit einem MAT95- Massenspektrometer der Firma Finnigan bzw. im Hause mit 
einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer der Serie Quattro-LC der Firma Micromass 
aufgenommen. Die elementaranalytische Zusammensetzung der Verbindungen wurde an einem LECO 
Elemental Analyzer CHNS-932 bestimmt. Zur Aufnahme der UV/VIS-Spektren diente ein ZEISS-
Spektrometer ASPECT 2.01.  
HPLC-Analysen und Reinigungen wurden alternativ mit Hilfe einer HPLC-Anordnung Modell 1020 
ausgerüstet mit einem UV/VIS-Detektor LC 290 oder mittels Turbochrom LC System ausgerüstet mit 
einem UV/VIS-Detektor Modell 785A der Firma Perkin-Elmer durchgeführt. Die 
Radioaktivitätsdetektion erfolgte mit einer NaJ (TI)-Szintillationsmeßsonde (Bohrloch). 
Kapillarelektrophoretische Messungen erfolgten an einer Hewlett Packard 3D CE (Serien-Nr.G1602A) 
Kapillarelektrophorese (CE) ausgestattet mit einer beschichteten Glaskapillare („fused silica 
capillary“, ID = 50 µm, leff = 56 cm), einem integrierten UV-Detektor und einem 
Radioaktivitätsdetektor [138, 139]. 
 
7.1.2 Molecular Modeling 
 
Zur Interpretation von Struktur-Stabilitätsbeziehungen wurden Molekular Modeling Berechnungen mit 
dem Programmpaket PC Spartan Pro 1.1 (Wavefunction, PPr1-001045) auf einem PC AMD Athlan 
600 MHz durchgeführt. Dazu wurden Hartree-Fock-Berechnungen unter Verwendung des  
Polarisationsbasissatzes 6-31G* [190] ausgeführt, wobei jeweils von der mit Hilfe des Kraftfeldes 
MMFF94 (Merck Molecular Force Field) [191] optimierten Ligandstruktur ausgegangen wurde. Die 
Ladungsdichteverteilung wurde auf Basis der Mulliken-Populationsanalyse berechnet [192]. 
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7.1.3 Verwendete HPLC-Systeme und Gradienten 
 
Analytische Trennsysteme 
 
System Säule Laufmittel Gradient 
A1 RP 18                      
Hypersil ODS (Knauer)       
25 cm, ID 4 mm 
A = MeOH                  
B = 0,01 M Phosphatpuffer    
pH = 7,4 
Isokratisch                  
A: B = 80/20                
Fluss 1 ml/min 
A2 RP 18                      
Hypersil ODS (Knauer)       
25 cm, ID 4 mm 
A = MeOH                  
B = 0,01 M Phosphatpuffer    
pH = 7,4 
in 5 min von 50 auf 80% A     
Fluss 1 ml/min 
A3 RP 18                      
Hypersil ODS    (Knauer)      
25 cm, ID 4 mm 
A = MeOH                 
B = 0,01 M Phosphatpuffer    
pH = 7,4 
in 5 min von 70 auf 100 % A    
Fluss 1 ml/min 
A4 RP 18                      
Hypersil ODS (Knauer)       
25 cm, ID 4 mm 
A = MeOH                  
B = 0,01 M Phosphatpuffer    
pH = 7,4 
in 5 min von 50 auf 100 % A    
Fluss 1 ml/min 
A5 RP 18                      
Hypersil ODS (Knauer)       
25 cm, ID 4 mm 
A = MeOH                  
B = 0,01 M Phosphatpuffer    
pH = 7,4 
5 min 0 % A, dann von 0 auf 
100 % A  in 5 min            
Fluss 1 ml/min 
A6 RP 18                      
Eurosphere 100- C18         
25 cm, ID 4 mm 
A = Acetonitril               
B = 0,025 M Phosphatpuffer    
pH = 5,0 
in 15 min von 0 auf  90% 
Acetonitril 
A7 RP 18                      
PRP-3 (Hamilton)            
15 cm, ID 4 mm 
A = Acetonitril               
B = 0,01 M Phosphatpuffer    
pH = 7,4 
in 5 min von 0 auf 70 % 
Acetonitril 
A8 RP 18                      
PRP-3 (Hamilton)            
15 cm, ID 4 mm 
A = Acetonitril               
B = 0,01 M Phosphatpuffer    
pH = 7,4 
in 5 min von 0 auf 70 % 
Acetonitril, 2 min 70% 
Acetonitril dann in 1 min auf 
80 % Acetonitril 
A9 Supelguard LC-3DP 
(Supelco)                   
     2 cm, ID 4,6 mm 
A = Isopropanol/ 0,1 % TFA 
(10/90)                     
B = Isopropanol/ 0,1 % TFA 
(90/10) 
 
in 15 min von 95 auf 40 % A 
 
 
Präparative Trennsysteme 
 
 
System Säule Laufmittel Gradient 
P1 RP 18                      
PRP-1    (Hamilton)          
30,5 cm, ID 7 mm 
A = Acetonitril/ 0,1 % TFA    
B = 0,1 % TFA 
in 10 min von 30 auf 80 % A 
Fluss = 2 ml/min 
P2 RP 18                      
Hypersil ODS (Knauer)       
25 cm, ID 8 mm 
A = MeOH                  
B = 0,01 M Phosphatpuffer    
pH = 7,4 
Gradient wie bei Analyse 
P3 RP 18                      
Hypersil ODS (Knauer)       
25 cm, ID 8 mm 
A = MeOH                  
B = 0,01 M Phosphatpuffer    
pH = 7,4 
5min bei 80% A, dann in 5 
min auf 100 % A             
Fluss = 2 ml/min 
P4 RP 18                      
Hypersil ODS (Knauer)       
25 cm, ID 8 mm 
A = MeOH                  
B = 0,01 M Phosphatpuffer    
pH = 7,4 
in 5 min von 20 auf 100 % A 
Fluss = 2 ml/min 
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7.1.4 Verwendete DC-Systeme  
 
 Material Laufmittel 
DC1 Kieselgel (Silufol) Aceton 
DC2 Kieselgel (Silufol) H2O 
DC3 RP-18 F254s (Merck) MeOH/H2O (80/20) 
DC4 Kieselgel (Silufol) n-Butanol/MeOH/ H2O/25%NH3 (60/20/20/1) 
 
Grundsätzlich wurden zur Analyse der unterschiedlichen 99mTc-Komplexe bzw. deren Metaboliten 
mindestens zwei HPLC-Systeme verwendet. Bei 99mTc-Komplexen bei denen nicht alle 
Verunreinigungen bzw. Metaboliten mittels HPLC nachweisbar waren wurden zusätzlich 
Dünnschichtchromatographie bzw. Papierelektrophorese zur Analytik herangezogen, um möglichst 
alle Komponenten zu erfassen. 
 
7.1.5 Kapillarelektrophoretische Mobilitätsmessungen 
 
Die kapillarelektrophoretischen Messungen wurden nach einer von Jankowsky et al. modifizierten 
Methode durchgeführt [138, 139], wobei mit einer Spannung von 20 kV und 50 mbar Überdruck auf 
dem Kapillareinlassgefäß gearbeitet wurde. Die pH-abhängigen Untersuchungen wurden von 
pH 1,2 - 13,0 durchgeführt. Dafür wurden die im folgenden aufgelisteten Puffersysteme 1:3 verdünnt 
eingesetzt. 
 
pH = 1,2 – 6,4 : Zitratpuffer nach Sörensen (0,1 M) 
Lösung A: 21,008 g Zitronensäure + 200 ml 1 N NaOH auf 1 l mit H2O auffüllen 
Lösung B: 0,1 N NaOH bzw. 0,1 N HCl 
pH = 6,7 – 8,0: Phosphatpuffer nach Sörensen (0,067 M) 
Lösung A: 9,078 g KH2PO4 auf 1 l H2O 
Lösung B: 11,876 g Na2HPO4 auf 1 l H2O 
pH = 8,2 – 8,8: Borax- KH2PO4 nach Kolthoff (0,05 M) 
Lösung A: 19,1 g Borax auf 1 l H2O 
Lösung B: 13,62 g KH2PO4 auf 1 l H2O 
pH = 9,0 – 13: Glycinpuffer nach Sörensen (0,1 M) 
Lösung A: 7,505 g Glycin + 5,85 g NaCl auf 1 l H2O 
Lösung B: 0,1 N NaOH bzw. 0,1 N HCl 
 
 
Teilweise wurden zur Bestimmung der Komplexladung auch Untersuchungen mittels 
Papierelektrophorese (400 V, 20 V/cm, 50 min, FN- Papier) in einem Gemisch Acetonitril/ 0,1 M 
Phosphatpuffer pH = 7,4 durchgeführt 
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7.2 Synthese der Referenzverbindungen 
 
7.2.1 3+1 Gemischtligandkomplexe des Re(V) 
 
Komplexe des Typs [ReO(SSS)(RS)] 
 
Die Komplexe des Typs ReO(SSS)(RS)] wurden alle ausgehend vom Chloro(3-thiapentan-1.5-
dithiolato)oxorhenium(V)- präkursor ([ReO(SSS)Cl]) durch Umsatz mit äquimolaren Mengen des 
monodentaten Liganden in Acetonitril erhalten. Bei monodentaten Liganden, die als Oxalat bzw. 
Hydrochlorid vorlagen, war außerdem der äquimolare Zusatz von Triethylamin zur Freisetzung des 
Liganden erforderlich. Das Reaktionsgemisch wurde 1 h unter Rückfluss erhitzt und nach Einengen 
des Lösungsmittels im Falle des Komplexes Re1a durch Säulenchromatographie an Kieselgel mit 
Chloroform als mobile Phase gereinigt. Im Falle der Komplexe Re2a, Re3a und Re4a wurde der 
gewünschte Komplex sofort durch Zugabe von MeOH auskristallisiert bzw. als Oxalat oder 
Hydrochlorid ausgefällt. 
 
Tabelle 32:  Chemische Charakterisierung der 3+1 Gemischtligandkomplexe des Re(V), Typ [ReO(SSS)(RS)] 
Komplex Charakterisierung 
Re1a Fp. = 214-217 °C 
Elementaranalyse % gef.(ber.): C11H15O2ReS4 
C: 26,7(26,74)  H: 2,99(3,04)  S: 25,3(25,9) 
1H-NMR in CDCl3: 
Signale tridentater Ligand [ppm]: 1,99[2H]; 3,10[2H]; 3,94[2H]; 4,19[2H] 
Signale monodentater Ligand [ppm]: 3,84[3H]; 6,94[2H]; 7,59[2H] 
Re2a Fp. = 133-135 °C 
Elementaranalyse % gef.(ber.): C8H17OReS4 
C: 21,1(21,67)  H: 3,97(3,83)  S: 29,1(28.89) 
Re3a Fp. = 203-205 °C 
Elementaranalyse % gef.(ber.): C8H18OReNS4*HCl 
C: 19,56(19,41)  H: 3,67(3,87)  N: 3,12(2,83)  S: 26,2 (25,9) 
Re4a Elementaranalyse % gef.(ber.): C17H28O2ReNS4*C2H2 O4 
C: 32,18(33,4)  H: 4,35(4,43)  N: 2,06(2,05) S: 19,4 (18,8) 
MS (FAB+): 593 
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Komplexe des Typs [ReO(SNMeS)(RS)] 
 
Die Komplexe des Typs [ReO(SNMeS)(RS)] wurden alle ausgehend vom Präkursor [ReO(PPh3)2Cl3] 
erhalten. Dazu wurden zu dem in methanolischer Natriumacetatlösung gelösten Präkursor die 
Liganden in äquimolaren Mengen in Methanol gelöst zugegeben und das Reaktionsgemisch ca. 1 h 
unter Rückfluss erhitzt. Anschließend wurde das Reaktionsgemisch mit Methylenchlorid extrahiert 
und die organische Phase mit Na2SO4 getrocknet. Die Reinigung der Komplexe erfolgte dann durch 
Säulenchromatographie an Kieselgel mit Chloroform als mobile Phase. Die Komplexe Re1b, Re2b 
und Re3b konnten durch Dampfdiffusion aus einem Gemisch Dieethylether/Methanol auskristallisiert 
werden, die Verbindung Re4b wurde als Oxalat isoliert. 
 
Tabelle 33: Chemische Charakterisierung der 3+1 Gemischtligandkomplexe des Re(V) Typ [ReO(SNMeS)(RS)] 
Komplex Charakterisierung 
Re1b Fp. = 232-234 °C 
Elementaranalyse % gef.(ber.): C12H18O2NReS3 
 C: 30,1(29,37)  H: 3,6 (3,70) N: 2,85 (2,85)  S: 19,36(19,6) 
1H-NMR in CDCl3: 
Signale tridentater Ligand [ppm]: 3,40[3H]; 2,70[2H]; 3,14[2H]; 3,53[2H] 
Signale monodentater Ligand [ppm]: 3,83[3H]; 6,94[2H]; 7,53[2H] 
Re2b Fp. = 145-149 °C 
Elementaranalyse % gef.(ber.): C9H20ONReS3 
 C: 24,3(24,5)  H: 4,5 (4,5) N: 3,0 (3,1)  S: 20,5(21,8) 
1H-NMR in CDCl3:    Signale tridentater Ligand [ppm]:  3,36 [3H] 
 Signale monodentater Ligand [ppm]: 1,08 [6H] 
weiterin: 2,63[2H] ; 3,15[4H]; 3,55[4H]; 2,20[1H] 
Re3b 1H-NMR in CDCl3: 
Signale tridentater Ligand [ppm]:  3,36 [3H] 
Signale monodentater Ligand [ppm]: 2,33 [6H] 
weiterin: 2,63[2H]; 2,74[2H]; 3,15[4H], 3,55[2H], 
Re4b Elementaranalyse % gef.(ber.): C18H31O2ReN2S4*C2O4H2 
 C: 34,87(35,3)  H: 4,55(4,89)  N: 4,04(4,12) S: 13,87 (14,1) 
MS (FAB+): 591(M+1) 
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Komplexe des Typs [ReO(SOS)(RS)] 
 
Der Komplex Re1c wurde ausgehend von Re(V)-Gluconat präpariert, indem zuerst der monodentate 
Ligand in Aceton im 4-fachen Überschuss zum Re(V)-Gluconat und nach 30 min Rühren der 
tridentate Ligand in äquimolarer Menge zugegeben wurde. Anschließend wurde das Reaktionsgemisch 
mit Chloroform extrahiert und die organische Phase mit Na2SO4 getrocknet. Nach Einengen des 
Lösungsmittels konnte der Komplex durch Zugabe von MeOH in geringer Ausbeute auskristallisiert 
werden. 
Der Komplex Re2c wurde ausgehend von (NBu4)(ReOCl4) synthetisiert, indem zum in Chloroform 
gelösten Präkursor zuerst der monodentate Ligand im 4-fachen Überschuss und nach kurzem Rühren 
der tridentate Ligand in äquimolarer Menge zugegeben wurde. Anschließend wurde das 
Reaktionsgemisch mit Chloroform extrahiert und die organische Phase mit Na2SO4 getrocknet. 
Nach Einengen des Lösungsmittels konnte der Komplex durch Dampfdiffusion aus dem Gemisch 
Diethylether/Methanol auskristallisiert werden. 
 
Tabelle 34: Chemische Charakterisierung der 3+1 Gemischtligandkomplexe des Re(V) Typ [ReO(SOS)(RS)] 
Komplex Charakterisierung 
Re1c Fp. = 192-193 °C 
Elementaranalyse % gef.(ber.): C11H15O3ReS3 
 C: 27,3 (27,6)  H: 3,1(3,2) S: 18,5(20,1) 
Re2c Fp. = 79-83 °C 
Elementaranalyse % gef.(ber.): C8H17O2ReS3 
 C: 24,6 (22,47)  H: 4,00(4,01) S: 21,2 (22,49) 
 
 
Die Re-Referenzverbindungen und der monodentate Ligand zu den Komplexen Tc5a/b wurden 
freundlicherweise von Dr. M. Friebe zur Verfügung gestellt [42]. 
Die Re-Referenzverbindung und der monodentate Ligand zum Komplex Tc8b wurden 
freundlicherweise von Dr. F. Wüst zur Verfügung gestellt [51].  
Die monodentaten Liganden zu den Verbindungen Tc6a/b, Tc7a/b und Tc13a/b sowie die 
charakterisierten Re-Referenzverbindungen wurden freundlicherweise von Dr. M. Scheunemann und 
Dr. H.-J. Pietzsch synthetisiert und zur Verfügung gestellt, ebenso wie der tridentate Ligand 3-(N-
Methyl)azapentan -1,5-dithiol. Die monodentaten Liganden zu den Komplexen Tc9b, Tc10b, Tc11b 
und Tc12b wurden ebenfalls von Dr. M. Scheunemann zur Verfügung gestellt. Hier existieren keine 
Re-Referenzverbindungen. 
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Synthese des Komplexes [ReO(SSS)(GSH)] 
 
Der [ReO(SSS)(GSH)]-Komplex wurde synthetisiert, indem zum Chloro(3-thiapentan-1.5-
dithiolato)oxorhenium(V)- präkursor (0,166 mmol, 65 mg) in Acetonitril eine äquimolare Menge an 
GSH (0,166 mmol, 50,9 mg) und Triethylamin (21 µl) zugegeben wurde. Nach 60 min Erhitzen unter 
Rückfluss wurde das Lösungsmittel abrotiert und der Rückstand in einem Gemisch Acetonitril/ 
Wasser (50/50) aufgenommen. Der unlösliche Teil des Rückstandes wurde abgetrennt und das 
Lösungsmittel erneut abrotiert. Der Rückstand wurde erneut in einem geringen Volumen 
Acetonitril/Wasser aufgenommen und durch Zugabe von Diethylether konnte der gewünschte 
Komplex als rot-braunes Pulver isoliert werden. 
 
Synthese des Komplexes [ReO(SNMeS)(GSH)] 
 
Der [ReO(SNMeS)(GSH)]-Komplex wurde aus Re-Gluconat [39] präpariert, indem zur Re-
Gluconatlösung (0,125 mmol) GSH (0,5 mmol, 150 mg) im vierfachen Überschuss zugegeben wurde. 
Nach ca. 60 min Rühren bei Raumtemperatur wurde der in Wasser gelöste tridentate Ligand 3-(N-
Methyl)azapentan-1.5-dithiol in äqiumolarer Menge zugegeben (0,125 mmol, 30,1 mg). Nach 120 min 
Rühren wurde das Lösungsmittel abrotiert, der Rückstand in Wasser aufgenommen und mittels 
Säulenchromatographie an Kieselgel mit einem Gemisch Methanol/Wasser (80/20) als mobile Phase 
aufgetrennt. Eine grüne Fraktion mit dem gewünschten Komplex wurde gesammelt und erneut bis zur 
Trockene eingeengt. Der Rückstand wurde in Wasser aufgenommen und mittels HPLC gereinigt 
(semi-präparative PRP-1-Säule, Hamilton, 305x7 mm, 10 µm, Fluss = 2,0 ml/min , Gradient 
(t[min]/%B): (5/20), (10/80), (10/80) mit H2O/0,1% TFA (A) und Acetonitril/0,1%TFA (B). Nach 
Einengen des Lösungsmittels konnte der Komplex durch Dampfdiffusion aus dem Gemisch 
Diethylether/Methanol als grünes Pulver gewonnen werden. 
 
Gewinnung des Komplexes [ReO(SSS)(GSH)] durch Umsatz von Re3a mit Glutathion 
 
100 mg Glutathion wurden zu 13 mg (0,026 mmol) in Wasser gelösten Komplexes Re3a gegeben. 
Nach vollständigem Ligandenaustausch erfolgte die Reinigung des [ReO(SSS)(GSH)]-Komplexes 
mittels HPLC wie für [ReO(SNMeS)(GSH)] beschrieben. Nach Abrotieren des Lösungsmittels wurde 
der Rückstand in ca. 1 ml Acetonitril/Wasser aufgenommen und durch Zugabe von Diethylether 
konnte der gewünschte Komplex als rot-braunes Pulver isoliert werden.  
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7.2.2 3+1+1 Gemischligandkomplexe des 99Tc(III) 
 
[99Tc(SES)(MTP)(PMe2Ph)] (E= S, O, NMe) 
 
Die Synthese der 99Tc-Referenzverbindungen zu den 3+1+1 Gemischtligandkomplexen des 99mTc 
[99Tc(SES)(MTP)(PMe2Ph)] (E= S, O, NMe) erfolgte ausgehend von den durch Ligandenaustausch 
aus Tc-Gluconat erzeugten 3+1 Gemischtligandkomplexen [99TcO(SES)(MTP] (E= S, O, NMe), deren 
Synthese und Charakterisierung bereits beschrieben ist [31, 37, 38]. 
Dazu wurden jeweils 100 µmol des 3+1 Gemischtligandkomplexes mit 400 µmol 
Dimethylphenylphosphin in 3 ml Aceton gelöst. Nach Addition von 0,5 ml Essigsäure wurde das 
Reaktionsgemisch 60 min bei RT unter Argon gerührt, wobei ein Farbumschlag von gelb-braun nach 
violett eintrat. Anschließend wurde die Reaktionslösung bis auf 1 ml eingeengt und MeOH bis zum 
Eintreten einer Trübung zugegeben. Nach Stehenlassen des Ansatzes über Nacht im Kühlschrank 
konnte man das Rohprodukt isolieren. Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ MeOH bei –20°C 
wurden dunkel-violette [99Tc(SES)(MTP)(PMe2Ph)] (E= S, O) bzw. dunkelblaue Kristalle 
[99Tc(SNMeS)(MTP)(PMe2Ph)] erhalten. 
Die Verbindungen zeigen korrekte Elemantaranalysen, IR- und 1H-NMR-Spektren. Weiterhin erfolgte 
der Strukturbeweis mittels Kristallstrukturanalyse [164]. 
 
Elementaranalyse für [99Tc(SOS)(MTP)(PMe2Ph)] (C19H26O2PS3Tc) 
ber: C 44.5 H 5.1 S 18.7 [%] 
gef: C 44.5 H 5.2 S 18.5 [%] 
 
Elementaranalyse für [99Tc(SSS)(MTP)(PMe2Ph)] (C19H26OPS4Tc) 
ber: C 43,2 H 5.0 S 24.3 [%] 
gef: C 42.8 H 5.3 S 24.0 [%] 
 
Elementaranalyse für [99Tc(SNMeS)(MTP)(PMe2Ph)] (C20H29ONPS3Tc) 
ber: C 45.7 H 5.6 N 2.7 S 18.3 [%] 
gef: C 45.3 H 5.7 N 2.5 S 17.9 [%] 
 
Die Referenzverbindungen [99Tc(SES)(MTP)(PMe2Ph)] (E= S, O, NMe) wurden freundlicherweise 
von Dr. H.-J. Pietzsch zur Verfügung gestellt. 
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[99Tc(SNMeS)(GSH)(PMe2Ph)]  
 
Auch die Synthese des Referenzkomplexes [99Tc(SNMeS)(GSH)(PMe2Ph)] erfolgte ausgehend vom 
entsprechenden 3+1 Gemischtligandkomplex [99TcO(SNMeS)(GSH)]. Dazu wurden zu einer 
wässrigen Lösung von KTcO4 (8 mg, 0,08 mmol) und Na-Gluconat (170 mg, 0,8 mmol) 15 mg SnCl2 
(0,08 mmol), gelöst in 300 µl EtOH gegeben. Nach wenigen Minuten wurden 24,5 mg GSH 
(0,08 mmol) zum Reaktionsgemisch gegeben, wobei eine gelbe Färbung eintrat. Anschließend erfolgte 
die Zugabe von 19,2 mg (0,08 mmol) des tridentaten Liganden (3-(N-Methyl)azapentan -1,5-dithiol). 
Dabei beobachtete man die Bildung eines Niederschlags und eine Verfärbung der Reaktionslösung 
nach dunkelbraun. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und der sich im Überstand befindliche 
gelbe 3+1 Gemischtligandkomplex [99TcO(SNMeS)(GSH)] mittels semi-präparativer HPLC gereinigt 
und isoliert (PRP-1, linearer Gradient (t[min]/%A): (5/0), (20/80), (10/80), A = Acetonitril/ 0,1% 
TFA, B = 0,1% TFA in H2O). Anschließend wurde das Lösungsmittel entfernt und das Produkt in 5 ml 
eines MeOH/Chloroform- Gemisch gelöst (1:1). Zu dieser Lösung des gereinigten gelben Komplexes 
[99TcO(SNMeS)(GSH)] wurden 30 µl Dimethylphenylphosphin gegeben, wobei sich das 
Reaktionsgemisch violett färbte. Die Reaktionsmischung wurde auf 2 ml eingeengt und mittels 
Säulenchromatographie auf Kieselgel getrennt. Dabei erfolgte im ersten Schritt die Elution des 
überschüssigen Dimethylphenylphosphin mit Acetonitril, bevor dann im zweiten Schritt das violette 
Produkt mit einem Gemisch aus n-Butanol/Wasser/MeOH/25% NH3 (60/20/20/1) eluiert wurde. Nach 
Entfernung des Lösungsmittels fiel das Produkt als violettes Pulver aus, welches mit Ether gewaschen 
und unter Argongas getrocknet wurde. 
 
 
7.2.3 Tricarbonyl- Re(I)-Komplexe mit Dithioetherliganden 
 
Als Referenzverbindungen für die untersuchten 99mTc-Tricarbonyltechnetium-Komplexe mit 
Thioetherliganden wurden die im Rahmen einer Dissertation von M. Reisgys synthetisierten und 
beschriebenen analogen Tricarbonylrheniumkomplexe verwendet [78]. 
 
7.2.4 Tricarbonyl- Re(I)-Komplexe mit Schiffschen Basen als Liganden 
 
Die Synthese der zu den Technetiumverbindungen [99mTc(CO)37] und [99mTc(CO)38] analogen 
Rheniumreferenzverbindungen [Re(CO)37] und [Re(CO)38] erfolgte ausgehend von 
[NEt4]2[Re(CO)3Br3]. Dazu wurde der Ausgangskomplex in einem Gemisch MeOH/H2O (50/50) 
gelöst und die jeweilige Schiffsche Base im Verhältnis 1 : 1,1 zugegeben. Dabei wurde ein 
Farbumschlag der Lösung von farblos nach orange beobachtet und nach weiterem Rühren der Lösung 
fiel das Rohprodukt als dunkeloranger Niederschlag aus. Anschließend wurde das Lösungsmittel 
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entfernt, das Produkt mit Wasser und Diethylether gewaschen und im Vakuum über Silicagel 
getrocknet. 
Die isolierten Komplexe [Re(CO)37] und [Re(CO)38] weisen korrekte 1H-NMR-Spektren auf. Die 
Abweichung der Elementaranalysen vom Standard über 0,4% sind auf die für diese Verbindungsklasse 
typische Bildung von Rheniumcarbiden zurückzuführen. 
 
Elementaranalyse für [Re(CO)37] (C17H14N2O3BrRe)  
ber: C 36.4 H 2.5 N 5.0 [%] 
gef: C 35.5 H 2.66 N 4.79 [%] 
 
Elementaranalyse für [Re(CO)38]  (C12H12N2O3BrRe)  
ber: C 28.9 H 2.4 N 5.6 [%] 
gef: C 28.3 H 2.2 N 4.6 [%] 
 
Die Referenzverbindungen [Re(CO)37] und [Re(CO)38] wurden freundlicherweise von Dr. H.-J. 
Pietzsch zur Verfügung gestellt. 
Die charakterisierte Rheniumreferenzverbindung [Re(CO)39] wurde freundlicherweise von Herrn Prof. 
Alberto von der ETH Zürich zur Verfügung gestellt. 
 
7.2.5 4+1 Gemischtligandkomplexe des 99Tc 
 
Die Synthese der 4+1 Gemischtligandkomplexe des 99Tc [Tc(NS3)1], [Tc(NS3)2] und [Tc(NS3)3] 
erfolgte prinzipiell in einer Zweistufensynthese durch Ligandenaustausch ausgehend vom 
entsprechenden 4+1 Komplex mit Dimethylphenylphosphin als monodentatem Liganden (siehe 
Abb. 73). Dazu wurden 52,3 mg K99TcO4 (2,58x10-4 mol) in 1,5 ml H2O und 5 ml EtOH gelöst. 
Anschließend erfolgte die Zugabe von 89 mg (6,45x10-4 mol) Dimethylphenylphosphin in 1,5 ml 
EtOH und 74 mg (2,58x10-4 mol) NS3-Oxalat in 1,5 ml eines Gemischs 0,1 N NaOH/EtOH (1:1). Die 
Reaktionsmischung wurde 4 h bei Raumtemperatur gerührt, wobei sich ein dunkelbrauner 
Niederschlag absetzte. Die überstehende Lösung wurde abgetrennt und der Niederschlag mit 
Chloroform gewaschen. Nach Einengen der vereinigten Lösungen erfolgte die Reinigung des 
Phosphinkomplexes mittels Säulenchromatographie (Kieselgel60/Chloroform). Nach Einengen der 
blau-violetten Komplexlösung kristallisierte der Komplex bei –18°C aus Chloroform/MeOH. 
 
Elementaranalyse für [99Tc(NS3)(PMe2Ph)] (C14H23NS3PTc)  
ber: C 38.9 H 5.3 N 3.2 S 22.3 [%] 
gef: C 39.1 H 5.9 N 3.2 S 22.4 [%] 
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[99Tc(NS3)1] 
 
Zur Synthese des Komplexes [Tc(NS3)1] wurden  36,9 mg (8,56x10-5 mol) des Komplexes 
[99Tc(NS3)(PMe2Ph)] in Chloroform gelöst und zu einer Lösung von 23,3 mg (2,14x10-4 mol) 
Cyclohexylisonitril, gelöst in 2 ml Chloroform gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bei 30°C 
gerührt, wobei sich ca. 60% des Phosphinkomplexes umsetzten. Nach Eindampfen des Lösungsmittels 
wurde der rote Isonitrilkomplex mittels Säulenchromatographie abgetrennt (Kieselgel 60// n-Hexan/ 
Essigester/ Chloroform = 8/1/1) und kristallisierte bei Raumtemperatur aus einem Gemisch 
Chloroform/ Cyclohexan unter langsamen Verdampfen des Lösungsmittels aus. 
 
Elementaranalyse für [99Tc(NS3)1] (C13H23N2S3Tc)  
ber: C 38.8 H 5.7 N 6.9 S 23.9 [%] 
gef: C 39.0 H 5.9 N 6.8 S 22.5 [%] 
 
[99Tc(NS3)2] 
 
Der Komplex [99Tc(NS3)2] wurde analog dem Komplex [99Tc(NS3)1] präpariert.  
 
Elementaranalyse für [99Tc(NS3)2] (C14H19N2S3Tc)  
ber: C 40.9 H 4.6 N 6.8 S 23.4 [%] 
gef: C 40.9 H 4.4 N 6.7 S 21.5 [%] 
 
[99Tc(NS3)3] 
 
Zur Synthese des Komplexes [Tc(NS3)3] wurden 18 mg (4,17x10-5 mol) des Komplexes 
[99Tc(NS3)(PMe2Ph)] in Chloroform gelöst und mit 2 ml EtOH verdünnt. Anschließend wurden 
24,2 mg (1,04x10-4 mol) des Isonitrilliganden gelöst in 2 ml EtOH zugegeben. Die Reaktionsmischung 
wurde 1 h bei 70°C gerührt. Nach Einengen der Reaktionslösung wurde der rote Komplex mittels 
Säulenchromatographie abgetrennt (Kieselgel 60// Chloroform/ MeOH = 9:1). Nach Entfernung des 
Lösungsmittels wurde der Rückstand in Chloroform aufgenommen und der Komplex kristallisierte 
durch Überschichten mit Cyclohexan und langsamem Verdampfen des Lösungsmittels bei 
Raumtemperatur aus. 
 
Elementaranalyse für [99Tc(NS3)3] (C20H32N3OS3Tc)  
ber: C 45.6 H 6.1 N 7.9 S 18.3 [%] 
gef: C 45.8 H 5.9 N 7.9 S 18.1 [%] 
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Die Referenzverbindungen [Tc(NS3)1], [Tc(NS3)2] und [Tc(NS3)3] sowie die zugehörigen Liganden 
wurden freundlicherweise von Fr. B. Kreisl und Dr. H.-J. Pietzsch synthetisiert und zur Verfügung 
gestellt. 
 
 
7.3 Synthese der 99mTc-Komplexe 
 
7.3.1 3+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc 
 
Die Präparation der 99mTc-Komplexe erfolgte durch direkte Reduktion von Pertechnetat mit SnCl2 in 
einer Lösung mit optimierten Ligandmengen und Propylenglycol [32]. 
Dazu wurden ca. 150-200 MBq 99mTcO4- in 1 ml Propylenglycol gegeben und mit 0,9% NaCl auf 2 ml 
aufgefüllt. Anschließend erfolgte die Zugabe von ca. 40 µg des tridentaten Liganden (gelöst in MeOH 
oder Aceton), ca. 0,5 mg des monodentaten Liganden (gelöst in 100 µl H2O) und 100 µl 0,1 N NaOH. 
Zuletzt wurden 20 µl einer SnCl2-Lösung (1,0 –2,0 mg in 5 ml 0,1 N HCl) zugegeben und das 
Reaktionsgemisch wurde 20 min auf 50°C erwärmt. 
Die Reinigung der Komplexe vom Ligandenüberschuss und von Nebenprodukten erfolgte unter 
Nutzung der semi-präparativen HPLC. Dabei wurde für die Komplexe Tc6a/b - Tc14a/b das 
Trennsystem P1 verwendet und für die Komplexe Tc1a/b – Tc5a/b das Trennsystem P2 unter 
Nutzung des Gradienten von A2. 
Anschließend erfolgte die Zugabe von 200 µl Propylenglycol und gegebenenfalls die Neutralisation 
des gereinigten Komplexes. Nach Entfernung des Acetonitril bzw. des MeOH im Vakuum konnte der 
3+1 99mTc-Komplex dann für weitere In-vivo und In-vitro-Untersuchungen verwendet werden. Zur 
Kontrolle von Reinheit und Identität der 3+1 99mTc-Komplexe wurde im Falle der Komplexe Tc6a/b - 
Tc13a/b das Trennsystem A1 und im Falle der Komplexe Tc1a/b – Tc5a/b das Trennsystem A2 
verwendet.  
Weiterhin wurden die Komplexe Tc14a/b auch durch vollständige Reaktion der Komplexe Tc3a/b 
bzw. Tc6a/b mit 5 mg GSH erzeugt. Die Reaktionslösung wurde dann ohne Abtrennung des GSH- 
Überschuss zum Tierversuch verwendet. 
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7.3.2 3+1+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc 
 
Die Präparation der 3+1+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe wurde ausgehend von 3+1 99mTc-
Gemischtligandkomplex durchgeführt [163]. Dazu wurde eine Reaktionsmischung aus 0,5 ml TcO4- -
Lösung, 0,25 ml Propylenglycol, 0,25 ml Acetonitril, 0,5 mg Methoxythiophenol, 0,05 mg des 
tridentaten Liganden und 20 µl 0,1 N NaOH mit 20 µl einer SnCl2-Lösung (1,0 –2,0 mg in 5 ml 0,1 N 
HCl) reduziert. Nach Einstellen des pH-Wertes des Reaktionsgemisches mit TFA auf 5,0 – 6,0 wurden 
0,2 mg Dimethylphenylphosphin zugegeben. Anschließend wurde das Reaktionsgefäß verschlossen 
und 20 min bei 50-60°C erwärmt. Die so erreichten Ausbeuten an gewünschtem 3+1+1 99mTc-
Gemischtligandkomplex betrugen 85-95%. 
Die Reinigung der Komplexe vom Ligandenüberschuss und von Nebenprodukten erfolgte unter 
Nutzung der semi-präparativen HPLC, wobei das Trennsystem P3 genutzt wurde. Nach Entfernung 
des MeOH im Vakuum wurden die 3+1+1 99mTc-Komplexe für weitere Untersuchungen verwendet. 
Zur Kontrolle von Reinheit, Identität und Stabilität der 3+1+1 99mTc-Komplexe wurde das analytische 
HPLC-System A1 und das DC-System DC3 verwendet. 
 
7.3.3 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Dithioetherliganden 
 
Die Synthese der 99mTc-Tricarbonylkomplexe erfolgte grundsätzlich ausgehend von 
[99mTc(H2O)3(CO)3]+ [67, 72, 73, 167]. Dazu wurde eine Kapsolutflasche mit einer Mischung aus 
Na2CO3 (0,038 mmol) und NaBH4 (0,26 mmol) 10 min mit Kohlenmonoxid gespült und mit 200 µl 
Propylenglycol versetzt. Anschließend wurden ca. 1,5 ml 99mTc-Generatoreluat (100- 200 MBq) 
zugefügt und die Kapsolutflasche fest verschlossen bei 75°C 1 h erhitzt. 
 
[99mTc(CO)31] und [99mTc(CO)32] 
 
Nach Herstellung des Ausgangskomplexes [99mTc(H2O)3(CO)3]+ wurden 400 µl 0,1 N HCl, 0,25 ml 
Propylenglycol, 0,25 ml MeOH und 30 mg NaCl zum Reaktionsgemisch gegeben. Anschließend 
erfolgte die Zugabe des Dithioetherliganden 3,6-Dithiaoctan (1 µmol) bzw. 4,7-Dithia-1-octin 
(3,3 µmol) gelöst in MeOH und das Reaktionsgemisch wurde erneut für 15 min auf 70°C erhitzt. 
Anschließend wurde der Reaktionsansatz mit 0,1 N NaOH neutralisiert und mittels semi-präprativer 
HPLC vom Ligandenüberschuss und von Nebenprodukten gereinigt. Dazu wurde das Trennsystem P2 
unter Verwendung des Gradienten aus A4 verwendet. 
Unmittelbar nach der HPLC-Reinigung wurden die Komplexe [99mTc(CO)31] und [99mTc(CO)32] in 
eine Lösung von 0,9% NaCl, 25% Propylenglycol gegeben und das MeOH im Vakuum verdampft.  
Für Stabilitätsuntersuchungen wurden die Komplexe unmittelbar nach der Trennung alternativ in eine 
Lösung von 10 mM GSH, PBS 0,1 N pH = 7,4 oder H2O gegeben. 
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[99mTc(CO)33] 
 
Die Synthese des Komplexes [99mTc(CO)33] wurde prinzipiell wie für die Komplexe [99mTc(CO)31] 
und [99mTc(CO)32] beschrieben durchgeführt. Bei diesem Komplex allerdings wurde am Ende der 
Präparation der Reaktionsansatz nicht mit NaOH neutralisiert. Die HPLC-Reinigung des Komplexes 
erfolgte hier unter Nutzung des Trennsystems P4. Unmittelbar nach der HPLC-Reinigung wurde der 
Komplex in einer gesättigten salzsauren NaCl-Lösung aufgenommen, um die Umwandlung zum 
Komplex [99mTc(CO)35] zu vermeiden. 
 
[99mTc(CO)34] 
 
Die Synthese des Komplexes [99mTc(CO)34] wurde in Analogie zu Komplex [99mTc(CO)33] 
durchgeführt. Die HPLC-Reinigung des Komplexes erfolgte hier mit dem Trennsystems P2 unter 
Nutzung des Gradienten aus A5. 
 
[99mTc(CO)35] 
 
Die Synthese des Komplexes [99mTc(CO)35] wurde prinzipiell wie für die Komplexe [99mTc(CO)31] 
und [99mTc(CO)32] beschrieben durchgeführt. Bei Komplex [99mTc(CO)35] wurde am Ende der 
Präparation der pH-Wert des Reaktionsgemisches mit NaOH auf 8 eingestellt. Nach ca. 30 min 
Inkubation bei Raumtemperatur hat sich der gesamte Komplex [99mTc(CO)33] in [99mTc(CO)35] 
umgewandelt. Die HPLC-Reinigung des Komplexes erfolgte ebenfalls unter Nutzung des 
Trennsystems P4. 
 
[99mTc(CO)36] 
 
Die Synthese des Komplexes [99mTc(CO)36] wurde wie für [99mTc(CO)35] beschrieben durchgeführt. 
Die HPLC-Reinigung des Komplexes erfolgte mit dem Trennsystems P2 unter Nutzung des 
Gradienten aus A5. 
 
Zur Kontrolle von Reinheit, Identität und Stabilität der 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit 
Dithioetherliganden wurde im Fall der Komplexe [99mTc(CO)31], [99mTc(CO)32], [99mTc(CO)33] und 
[99mTc(CO)34]das HPLC-System A4 und im Fall der Komplexe [99mTc(CO)35] und [99mTc(CO)36] das 
HPLC-System A5 verwendet. 
Weiterhin wurde die Stabilität der Komplexe [99mTc(CO)31] und [99mTc(CO)32] in wässrigen Lösungen 
unter Nutzung des analytischen HPLC-Systems A9 untersucht. 
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7.3.4 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Schiffschen Basen als Liganden 
 
Die Synthese der 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Schiffschen Basen erfolgte ebenfalls ausgehend 
vom Ausgangskomplex [99mTc(H2O)3(CO)3]+, der wie unter 7.3.3 beschrieben hergestellt wird. Nach 
Herstellung des Komplexes [99mTc(H2O)3(CO)3] + wurden 0,25 ml Propylenglycol, 0,25 ml MeOH und 
30 mg NaCl zum Reaktionsgemisch gegeben und der pH-Wert der Reaktionsmischung auf pH = 7,0 
eingestellt. Anschließend wurden 1-1,5 mg des Liganden gelöst in MeOH zugegeben und das 
Reaktionsgemisch erneut für 15 min auf 70°C erhitzt. 
Die Reinigung der Komplexe vom Ligandenüberschuss und von Nebenprodukten erfolgte mit dem 
Trennsystem P2 unter Nutzung des Gradienten von A4. 
Zur Kontrolle von Reinheit, Identität und Stabilität der 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Schiffschen 
Basen als Liganden wurden die HPLC-Systeme A4 und A9 verwendet. 
 
7.3.5 4+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc 
 
Die Präparation der 4+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc [Tc(NS3)1], [Tc(NS3)2] und [Tc(NS3)3] 
erfolgte in einer Einschrittreaktion durch direkte Reduktion von 99mTcO4- mit SnCl2 in Gegenwart der 
entsprechenden Liganden. Dazu wurden zu 100–200 MBq 99mTcO4-  (ca. 0,4 ml) 0,4 ml MeOH, 0,5 mg 
NS3-Ligand (gelöst in 100 µl H2O), 0,25 mg des monodentaten Liganden, 100 µl NaOH und 10 µl 
SnCl2– Lösung (1,0 mg in 1 ml EtOH) gegeben. Anschließend wurde das Reaktionsgemisch 15 min 
auf 50 °C erhitzt. Mit diesen, nicht optimierten Bedingungen wurden Ausbeuten zwischen 50-70% 
erreicht. 
Die Reinigung der Komplexe vom Ligandenüberschuss und von Nebenprodukten erfolgte mit dem 
Trennsystem P2 unter Nutzung des Gradienten von A3. 
Zur Kontrolle von Reinheit, Identität und Stabilität der 4+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc 
wurden das HPLC-System A3 sowie das DC-System DC3 verwendet, da ein bei der Präparation 
auftretendes Nebenprodukt nicht mittels HPLC eluierbar war. 
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7.4 Synthese der Tc-GSH- Komplexe zur Untersuchung der Tumoraffinität 
 
Präparation  des 1:2 99TcO-GSH-Komplexes 
 
Die Synthese des 1:2 99TcO-GSH-Komplexes erfolgte in einer Zweistufenreaktion ausgehend vom 
99Tc-Gluconat. Dazu wurden 120 µmol K99TcO4 zu einer Lösung von 250 mg Na-Gluconat in 1 ml 
H2O gegeben. Anschließend erfolgte die Zugabe von 22,3 mg SnCl2, gelöst in 500 µl EtOH. Nach 
wenigen Minuten Reaktionszeit wurde die Bildung des 99Tc-Gluconat unter Nutzung der DC-Systeme 
DC1 und DC2 kontrolliert. Bei vollständiger Reduktion des K99TcO4  ohne Entstehung von 
hydrolysiertem reduziertem Technetium erfolgte dann die schrittweise Zugabe von 74 mg GSH, gelöst 
in 2 ml H2O. Dabei war eine Gelbfärbung des Reaktionsgemisches zu beobachten. Nach Einengen des 
Reaktionsgemisches im Vakuum erfolgte eine säulenchromatographische Reinigung (RP-18, MeOH/ 
H2O (80/20)). Die erhaltene gelbe Komplexlösung wurde eingeengt, massenspektrometrisch 
vermessen und diente im folgenden als Referenzlösung für den 1:2 99TcO-GSH-Komplex. 
 
 
Carrier added- Präparation des 1:2 99/99mTcO-GSH-Komplexes 
 
Zur Bestimmung der Organverteilung des 1:2 TcO-GSH-Komplexe in tumortragenden Mäusen und in 
der Ratte wurde eine c.a. Präparation dieses Komplexes eingesetzt. Dazu wurden 1 µmol K99TcO4 zu 
einer Lösung von 20 mg Na-Gluconat in 1 ml 99mTc-Generatoreluat gegeben. Anschließend erfolgte 
die Zugabe von 100 µl einer SnCl2  -Lösung (18,9 mg gelöst in 10 ml EtOH). Nach wenigen Minuten 
Reaktionszeit wurde die Bildung des 99Tc-Gluconat unter Nutzung der DC-Systeme DC1 und DC2 
kontrolliert. Bei vollständiger Reduktion des Pertechnetat ohne Entstehung von hydrolysiertem 
reduziertem Technetium erfolgte dann die schrittweise Zugabe von 0,61 mg GSH gelöst in 
200 µl H2O.  
Die Reinigung des Komplexes vom Ligandenüberschuss und von Nebenprodukten erfolgte mit dem 
Trennsystem A6 unter Durchführung mehrerer HPLC-Läufe. Nach Entfernung der Lösungsmittel im 
Vakuum wurde der Komplex in 0,1 M Sörensen-Phosphatpuffer pH = 7,4 aufgenommen und zum 
Tierversuch eingesetzt. 
Zur Kontrolle von Reinheit, Identität und Stabilität des 1:2 TcO-GSH-Komplexes wurde ebenfalls das 
HPLC-System A6 sowie die DC-Systeme DC1-DC3 verwendet.  
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Präparation des 99mTc-GSH nach Ercan et al. 
 
Bei der Präparation des 99mTc-GSH nach Ercan et al. wurden zu einer Lösung von 20 mg GSH in 2 ml 
H2O 0,2-0,3 mg SnCl2, gelöst in H2O gegeben. Anschließend wurde der pH-Wert der Lösung mit 0,5 
N NaOH auf 7 eingestellt und die Lösung sterilfiltriert. Zuletzt erfolgte die Zugabe von 50-100 MBq 
99mTc-Generatoreluat zum Reaktionsgemisch, welches nach wenigen Minuten stehen ohne weitere 
Aufarbeitung dem Tierversuch zugeführt wurde. 
Zur Charakterisierung des 99mTc-GSH nach Ercan wurden die DC-Systeme DC1-DC3 verwendet.  
 
 
7.5  In- vitro-Untersuchungen 
 
7.5.1 Untersuchungen zur Stabilität der 99mTc-Komplexe in Lösung 
 
Zur Untersuchung der Stabilität der entsprechenden 99mTc-Komplexe in Lösung wurden diese 
unmittelbar nach HPLC-Reinigung und Entfernung des Lösungsmittels in H2O, 0,1 M Sörensen-
Phosphatpuffer pH = 7,4, Tris/HCl 0,05 M pH = 7,4 oder 0,9% NaCl aufgenommen. Dabei wurde den 
Lösungen teilweise aus Gründen der Komplexlöslichkeit 10–25% Propylenglycol zugesetzt. Zu den 
entsprechenden Inkubationszeiten wurden die Komplexe dann mittels dem für die jeweilige 
Komplexklasse typischen analytischen HPLC-System bzw. DC-System analysiert. 
 
7.5.2 Durchführung von Challengeexperimenten 
 
GSH 
 
Für GSH-Challengexperimente wurden die 99mTc-Komplexe in einer Lösung von 10 µM, 1 mM bzw. 
10 mM GSH in 0,1 M Sörensen-Phosphatpuffer pH = 7,4 bei 37°C inkubiert und anschließend mittels 
HPLC analysiert. Die 99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Dithioetherliganden wurden in einer Lösung 
von 10 mM GSH in H2O inkubiert. 
Folgende Trennsysteme wurden zur Analyse herangezogen. 
 
3+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc: A7 
3+1+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc: A8 
99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Dithioetherliganden: A4, Papierelektrophorese 
99mTc-Tricarbonylkomplexe mit Schiffschen Basen als Liganden: A4, Papierelektrophorese 
4+1 Gemischtligandkomplexe des 99mTc: A3, DC3 
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Histidin 
 
Challengeexperimente mit Histidin wurden durchgeführt, indem die entsprechenden 99mTc-
Tricarbonylkomplexe mit Dithioetherliganden in einer Lösung von 25 mM Histidin in 0,45% NaCl 
(bzw. 0–5%) bei 37°C inkubiert wurden. Anschließend erfolgte die Analyse der Proben unter Nutzung 
des analytischen Trennsystems A5. 
 
 
7.5.3 In-vitro-Untersuchungen im Plasma und im Blut der Ratte 
 
Metabolitanalyse im Blut und Plasma 
Ca. 5-7 MBq (10 –50 µl) der 99mTc-Komplexe wurden in 500 µl Plasma bzw. im Blut von Ratte und 
Mensch bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde das Plasma von den Erythrozyten durch 
Zentrifugation abgetrennt und der HPLC-Analyse zugeführt.  
 
Hämolyseexperimente 
Die nach Inkubation im Blut abzentrifugierten Erythrozyten wurden zur Hämolyse mit 1 ml H2O 
versetzt und die Membranbestandteile durch Zentrifugation abgetrennt. Das erhaltene Hämolysat 
konnte ebenfalls mittels HPLC analysiert werden. 
 
Plasmaüberstände und Hämolysate wurden unter Nutzung des analytischen HPLC-Systems A9 
analysiert. Im Falle der 3+1 Gemischtligandkomplexe und der 3+1+1 Gemischtligandkomplexe 
wurden auch die HPLC-Systeme A8 und A9 verwendet. 
 
Austauschexperimente 
Bei Austauschexperimenten wurden ebenfalls 5-7 MBq (10 –50 µl) der 99mTc-Komplexe in 500 µl 
Rattenblut bei 37°C inkubiert und anschließend das Plasma von den Erythrozyten durch Zentrifugation 
abgetrennt. Die Erythrozyten wurden dann 3x mit 0,9% NaCl-Lösung gewaschen und zu 250 µl 
frischem Plasma gegeben. Nach 120 min Inkubation bei 37°C wurden die Erythrozyten erneut vom 
Plasma getrennt und der Plasmaüberstand mittels HPLC analysiert. 
 
Hemmung des GSH im Blut 
Zur Hemmung des GSH im Blut der Ratte wurde die Blutprobe vor Zugabe des 99mTc-Komplexes 1 h 
mit 2% Diethylmaleinsäure vorinkubiert. Nach dieser Zeit ist kein GSH mehr in der Blutprobe 
nachweisbar. 
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Bestimmung der Erythrozytenbindung 
 
Zur Bestimmung der Erythrozytenbindung wurden zu 1 ml Blut bzw. plasmafreier Erythrozyten-
suspension 100 µl des 99mTc-Komplexes in isotonischer Kochsalzlösung (ca.1MBq/ml) gegeben. Nach 
5 bzw. 120 min Inkubation bei 37°C wurde der Plasmaüberstand von den Erythrozyten separiert und 
die Erythrozyten 5x mit 700 µl isotonischer Kochsalzlösung gewaschen. Die Erythrozyten, die 
Plasmaüberstände und die Waschwässer wurden auf radioaktiven Gehalt vermessen. 
Die Erythrozytensuspension wurde hergestellt, indem die vom Plasma separierten Erythrozyten mit 
isotonischer Kochsalzlösung plasmafrei gewaschen wurden und anschließend mit der dem Plasma 
äquivalenten Menge isotonischer Kochsalzlösung aufgefüllt wurden. 
 
7.5.4 GSH Bestimmung 
 
Die Glutathionbestimmung im Blut erfolgte nach einer von Coutelle et al. optimierten Methode [180, 
181]. Dabei wurden 50 µl Blut mit 100 µl H2O hämolysiert und anschließend durch Zugabe von 50 µl 
Metaphosphorsäure (25%) deproteinisiert. Nach Zentrifugation für 5 min bei 10000 g wurden 125 µl 
des klaren Überstandes entnommen und mit 375 µl Puffer (Phosphatpuffer 0,05 M, EDTA 0,005 M, 
pH = 7,4) verdünnt. Diese Lösung (Üg) wurde dann unter Nutzung des von Owens und Belcher [182] 
entwickelten und von Tietze [183] und Griffith [184] modifizierten DTNB-GSSG-Reduktase-
Recycling-Assay auf GSH und GSSG analysiert. Dazu wurde der Überstand (Üg) in zwei Aliquotes zu 
200 µl aufgeteilt und zu dem auf GSSG zu analysierenden Teil wurden 4 µl 2-Vinylpyridin gegeben 
und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
 
Messansatz: 
 2,4 ml Phosphatpuffer 0,05 M, EDTA 0,005 M, pH = 7,4 
+ 200 µl 5,5´-Dithiobis(2-Nitrobenzoesäure) (DTNB) 
+ 200 µl zu untersuchender Überstand 
→ 5 min Inkubation bei Raumtemperatur in der Meßküvette 
+ 100 µl Glutathionreduktase (0,2 U) 
+ 100 µl NADPH+H+ (0,26 µmol) 
 
Die Reaktion wurde spektrophotometrisch bei 412 nm über 5 min verfolgt. Als Referenzlösung diente 
ein Ansatz mit 2,8 ml Phosphatpuffer + 200 µl DTNB. 
Die GSH-Bestimmung in den Organhomogenaten erfolgte analog, indem 50 µl Homogenat anstelle 
von Blut eingesetzt wurden. 
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7.5.5 Untersuchungen zur Bindung an Blutproteine 
 
Untersuchungen des Bindungsverhaltens von 3+1 99mTc-Gemischtigandkomplexen an Blutproteine 
wurden anhand der Komplexe Tc3a/b und Tc14a/b durchgeführt, die wie unter 6.3.1. beschrieben 
präpariert wurden. Dazu wurden 0,5 –1 MBq der 99mTc-Komplexe in H2O zu jeweils 100 µl Plasma, 
Hämolysat, Albuminlösung (4 mg/100 µl H2O) bzw. Hämoglobinlösung (2 mg /250 µl H2O) gegeben 
und bei 37 °C für 30, 60 bzw. 120 min inkubiert. 
Anschließend erfolgte die Analyse der Proben unter Nutzung des analytischen Trennsystems A9. 
Das verwendete Hämolysat wurde dabei hergestellt, indem zu 2 ml Erythrozyten (nach Separation 
vom Plasma) 10 ml Phosphatpuffer 0,01 M pH = 7,4 gegeben wurden und anschließend die 
Membranbestandteile bei 20000 g für 30 min abzentrifugiert wurden. 
 
 
7.5.6 Stabilitätsuntersuchungen in Organhomogenaten 
 
Zur Untersuchung des Verhaltens der 3+1 99mTc-Gemischtligandkomplexe in Organhomogenaten 
wurden die entnommenen Organe 1:10 mit eiskaltem Sörensen-Phosphatpuffer 0,1 M pH = 7,4 
verdünnt und anschließend gründlich homogenisiert. Die so hergestellten Organhomogenate wurden 
portioniert bei –20°C eingefroren. An den entsprechenden Versuchtagen wurden die 
Organhomogenate dann aufgetaut und jeweils 500 µl Homogenat mit 2-3 MBq des 99m Tc-Komplexes 
versetzt. Nach Inkubation bei 37°C für 30, 60 bzw. 120 min wurden die Homogenate abzentrifugiert  
und der wässrige Überstand 1 (Ü1) gewonnen. Das verbleibende Pellet wurde mit 100 µl H2O 
resuspendiert und mit 300 µl Acetonitril extrahiert. Nach kräftigem Durchmischen wurden die 
gefällten Proteinbestandteile abzentrifugiert und der klare Überstand 2 (Ü2) gewonnen. Die 
Überstände Ü1 und Ü2 wurden dann mit dem analytischen Trennsystem A7 analysiert. 
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7.6 In-vivo-Untersuchungen 
 
7.6.1 Bioverteilungsstudien in der Ratte 
 
Für Bioverteilungsstudien wurden 5-6 Wochen alten männlichen Wistar-Ratten 500 µl 99mTc-
Komplexlösung (0,5 MBq) in 0,9% NaCl in die Schwanzvene injiziert. Nach 5 bzw. 120 min wurden 
die Tiere durch Herzpunktion unter Etheranästhesie getötet, die Organe entnommen, gewogen und auf 
deren Radioaktivitätsgehalt vermessen. 
Zum Nachweis der Metaboliten der 3+1 Gemischtligandkomplexe in vivo wurden 62 MBq des 
Komplexes Tc6b bzw. 50 MBq des Komplexes Tc13b injiziert. Nach 5 min wurden die Organe 
Lunge, Leber und Hirn entnommen und wie unter 7.5.6. beschrieben homogenisiert und extrahiert. 
 
7.6.2 Untersuchungen zur Tumoraffinität von Tc-GSH-Komplexen 
 
Untersuchungen zur Tumoraffinität von Tc-GSH-Komplexen wurden anhand von tumortragenden 
Nacktmäusen durchgeführt. Dazu wurden die verwendeten Tumoren 15-20 Tage vor der 
Untersuchung implantiert, wobei es sich um ein humanes Plattenepithelkarzinom (Hypopharynx, 
Zelllinie: FaDU DD) handelte. Das Gewicht der tumortragenden Tiere belief sich auf 30 g und das 
Tumorgewicht betrug zwischen 0,9 g und 1,2 g. Am Versuchstag wurden den Tieren dann jeweils ca. 
0,5 MBq (0,2 ml) des zu untersuchenden Komplexes in die Schwanzvene injiziert und nach 30 min 
erfolgte die Tötung der Tiere durch Herzpunktion unter Etheranästhesie. Die entnommenen Organe 
wurden gewogen und deren Radioaktivitätsgehalt vermessen. 
Die tumortragenden Nacktmäuse wurden freundlicherweise von der Klinik und Poliklinik für 
Strahlentherapie der TU Dresden zur Verfügung gestellt. 
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B Primärdaten der in Kap. 3.2.2.9 beschriebenen Stabilitäts-
untersuchungen in Organhomogenaten 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle B1:  Homogenatinkubation  Komplex Tc6a
Homogenat Homogenat Acetonitrilextrakt Überstand 1 Überstand 2
Überstand 1
[MBq]
Pellet 1
[MBq]
Überstand 2
[MBq]
Pellet 2
[MBq]
 Gesamt
Akt* [%]
Metabolit
[%]
Tc6a
[%]
Gesamt
Akt** [%]
Metabolit
[%]
Tc6a
[%]
Le 30 min 1,3 0,25 0,07 0,1 83,9 90 10 6,6 100 0
Le 60 min 1,38 0,17 0,144 0,08 89,0 100 0 7,1 100 0
Le 120 min 1,26 0,19 0,08 0,07 86,9 100 0 7,0 96 4
Hi 30 min 0,91 0,76 0,27 0,37 54,5 43 42 19,2 29 71
Hi 60min 0,87 0,68 0,043 0,38 56,1 83 0 4,5 84 0
Hi 120 min 0,81 0,6 0,1 0,42 57,4 83 0 8,2 83 0
Lu 30 min 1,27 0,13 0,1 0,42 90,7 100 0 1,8 - -
Lu 60 min 1,1 0,09 0,02 0,09 92,4 100 0 1,4 - -
Lu 120 min 0,99 0,09 0,01 0,05 91,7 100 0 1,4 - 0
DEM Hi 30
min
0,1 0,914 0,86 0,09 9,9 - - 81,6 0 100
 
 
* = (Radioaktivität [MBq] Überstand 1x 100 %)/( Radioaktivität [MBq] Überstand 1+ Radioaktivität[MBq] Pellet 1) 
** = ( (100%- gesamt Radioaktivität Überstand 1 [%] )x Radioaktivität [MBq] Überstand 2)) /( Radioaktivität 
[MBq] Überstand 2+ Radioaktivität[MBq] Pellet 2) 
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Tabelle B2: Homogenatinkubation  Komplex Tc6b
Homogenat Homogenat Acetonitrilextrakt Überstand 1 Überstand 2
Überstand 1
[MBq]
Pellet 1
[MBq]
Überstand 2
[MBq]
Pellet 2
[MBq]
Gesamt
Akt* [%]
Metabolit
[%]
Tc6b
[%]
Gesamt
Akt** [%]
Metabolit
[%]
Tc6b
[%]
Le 30 min 1,3 0,78 0,59 0,07 62,5 14 67 33,5 48 52
Le 60 min 1,34 0,56 0,45 0,07 70,5 23 77 25,5 28 71
Le 120 min 0,85 0,49 0,29 0,09 63,4 21 70 27,9 50 22
Hi 30 min 1,43 0,97 0,57 0,09 59,6 90 10 34,9 39 61
Hi 60min 1,45 0,72 0,41 0,21 66,8 86 0 21,9 100 0
Hi 120 min 1,46 0,63 0,29 0,21 69,9 90 0 17,5 93 7
Lu 30 min 0,76 0,42 0,35 0,03 64,4 0 100 32,8 0 100
Lu 60 min 0,87 0,35 0,25 0,032 71,3 6 94 25,4 19 81
Lu 120 min 0,74 0,33 0,27 0,026 69,2 19 81 28,1 - -
DEM Le 30
min
0,52 0,83 0,63 0,07 38,5 0 100 55,3 0 100
DEM Hi 30
min
0,16 1,3 1 0,08 11,0 - - 82,4 5 95
 
* = (Radioaktivität [MBq] Überstand 1x 100 %)/( Radioaktivität [MBq] Überstand 1+ Radioaktivität[MBq] Pellet 1) 
** = ( (100%- gesamt Radioaktivität Überstand 1 [%] )x Radioaktivität [MBq] Überstand 2)) /( Radioaktivität 
[MBq] Überstand 2+ Radioaktivität[MBq] Pellet 2) 
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Tabelle B3:  Homogenatinkubation  Komplex Tc13a
Homogenat Homogenat Acetonitrilextrakt Überstand 1 Überstand 2
Überstand 1
[MBq]
Pellet 1
[MBq]
Überstand 2
[MBq]
Pellet 2
[MBq]
Gesamt
Akt* [%]
Metabolit
[%]
Tc13a
[%]
Gesamt
Akt** [%]
Metabolit
[%]
Tc13a
[%]
Le 30 min 1,63 0,15 0,05 0,06 91,6 100 0 3,8 100 0
Le 60 min 1,53 0,13 0,045 0,05 92,2 100 0 3,7 100 0
Le 120 min 1,4 0,1 0,84 0,02 93,3 100 0 6,5 100 0
Hi 30 min 1,06 0,8 0,36 0,32 57,0 56 44 22,8 - -
Hi 60min 1,11 0,64 0,2 0,29 63,4 84 16 14,9 73 27
Hi 120 min 0,94 0,56 0,11 0,32 62,7 100 0 9,6 94 0
Lu 30 min 0,872 0,29 0,11 0,13 75,0 60 30 11,4 - -
Lu 60 min 0,76 0,29 0,075 0,11 72,4 100 0 11,2 36 52
Lu 120 min 0,57 0,19 0,04 0,123 75,0 100 0 6,1 26 64
Le 30 min 2,10 0,14 0,05 0,07 93,8 100 0 2,6 100 0
Hi 30 min 1,2 1 0,45 0,45 54,5 82 12 22,7 15 84
Lu 30 min 1,48 0,7 0,38 0,23 67,9 49 26 20,0 8 91
 
* = (Radioaktivität [MBq] Überstand 1x 100 %)/( Radioaktivität [MBq] Überstand 1+ Radioaktivität[MBq] Pellet 1) 
** = ( (100%- gesamt Radioaktivität Überstand 1 [%] )x Radioaktivität [MBq] Überstand 2)) /( Radioaktivität 
[MBq] Überstand 2+ Radioaktivität[MBq] Pellet 2) 
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Tabelle B4:  Homogenatinkubation  Komplex Tc13b
Homogenat Homogenat Acetonitrilextrakt Überstand 1 Überstand 2
Überstand 1
[MBq]
Pellet 1
[MBq]
Überstand 2
[MBq]
Pellet 2
[MBq]
Gesamt
Akt* [%]
Metabolit
[%]
Tc13b
[%]
Gesamt
Akt** [%]
Metabolit
[%]
Tc13b
[%]
Le 30 min 1,73 0,81 0,53 0,121 68,1 34 60 26,0 71 29
Le 60 min 1,8 0,68 0,49 0,117 72,6 30 65 22,1 76 24
Le 120 min 1,57 0,74 0,43 0,17 68,0 37 55 23,0 76 24
Hi 30 min 1,73 1,11 0,577 0,36 60,9 40 55 24,1 65 35
Hi 60min 1,82 0,8 0,277 0,3 69,5 92 0 14,7 100 0
Hi 120 min 1,58 0,73 0,251 0,331 68,4 91 0 13,6 100 0
Lu 30 min 0,84 0,56 0,37 0,073 60,0 55 40 33,4 5 91
Lu 60 min 0,9 0,46 0,28 0,084 66,2 53 36 26,0 20 76
Lu 120 min 0,9 0,52 0,303 0,13 63,4 70 20 25,6 20 72
DEM Le 30
min
0,19 1 0,82 0,1 16,0 - - 74,9 0 93
 
* = (Radioaktivität [MBq] Überstand 1x 100 %)/( Radioaktivität [MBq] Überstand 1+ Radioaktivität[MBq] Pellet 1) 
** = ( (100%- gesamt Radioaktivität Überstand 1 [%] )x Radioaktivität [MBq] Überstand 2)) /( Radioaktivität 
[MBq] Überstand 2+ Radioaktivität[MBq] Pellet 2) 
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Tabelle B5:  Homogenatinkubation  Komplex Tc3a
Homogenat Homogenat Acetonitrilextrakt Überstand 1 Überstand 2
Überstand 1
[MBq]
Pellet 1
[MBq]
Überstand 2
[MBq]
Pellet 2
[MBq]
Gesamt
Akt* [%]
Metabolit
[%]
Tc3a
[%]
Gesamt
Akt** [%]
Metabolit
[%]
Tc3a
[%]
Le 30 min 2,4 0,28 0,1 0,13 89,6 100 0 4,5 100 0
Le 60 min 1,15 0,066 0 0,035 94,6 100 0 0,0 100 0
Le 120 min 0,99 0,09 0,04 0,05 91,7 100 0 3,7 80 0
Hi 30 min 2 0,6 0,11 0,4 76,9 75 25 5,0 86 0
Hi 60min 1,85 0,5 0,1 0,3 78,7 100 0 5,3 97 0
Hi 120 min 0,78 0,25 0,05 0,15 75,7 100 0 6,1 78 0
Lu 30 min 1,58 0,22 0,05 0,16 87,8 100 0 2,9 62 0
Lu 60 min 1,51 0,22 0,05 0,15 87,3 100 0 3,2 63 0
Lu 120 min 1,3 0,26 0,05 0,15 83,3 100 0 4,2 62 0
 
* = (Radioaktivität [MBq] Überstand 1x 100 %)/( Radioaktivität [MBq] Überstand 1+ Radioaktivität[MBq] Pellet 1) 
** = ( (100%- gesamt Radioaktivität Überstand 1 [%] )x Radioaktivität [MBq] Überstand 2)) /( Radioaktivität 
[MBq] Überstand 2+ Radioaktivität[MBq] Pellet 2) 
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Tabelle B6:  Homogenatinkubation  Komplex Tc3b
Homogenat Homogenat Acetonitrilextrakt Überstand 1 Überstand 2
Überstand 1
[MBq]
Pellet 1
[MBq]
Überstand 2
[MBq]
Pellet 2
[MBq]
Gesamt
Akt* [%]
Metabolit
[%]
Tc3b
[%]
Gesamt
Akt** [%]
Metabolit
[%]
Tc3b
[%]
Le 30 min 2,5 0,24 0,17 0,083 91,2 26 62 5,9 61 38
Le 60 min 2,2 0,25 0,13 0,075 89,8 70 30 6,5 63 37
Le 120 min 2,17 0,144 0,072 0,05 93,8 70 30 3,7 72 28
Hi 30 min 2,33 0,56 0,3 0,175 80,6 19 68 12,2 48 52
Hi 60min 2,21 0,57 0,26 0,22 79,5 17 74 11,1 51 40
Hi 120 min 1,71 0,44 0,19 0,22 79,5 31 62 9,5 40 60
Lu 30 min 1,84 0,322 0,185 0,19 85,1 12 88 7,3 25 74
Lu 60 min 1,7 0,286 0,15 0,1 85,6 14 86 8,6 10 90
Lu 120 min 1,66 0,25 0,12 0,12 86,9 26 68 6,5 0 96
 
* = (Radioaktivität [MBq] Überstand 1x 100 %)/( Radioaktivität [MBq] Überstand 1+ Radioaktivität[MBq] Pellet 1) 
** = ( (100%- gesamt Radioaktivität Überstand 1 [%] )x Radioaktivität [MBq] Überstand 2)) /( Radioaktivität 
[MBq] Überstand 2+ Radioaktivität[MBq] Pellet 2) 
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Tabelle B7:  Homogenatinkubation  Komplex Tc13b/2
Homogenat Homogenat Acetonitrilextrakt Überstand 1 Überstand 2
Überstand 1
[MBq]
Pellet 1
[MBq]
Überstand 2
[MBq]
Pellet 2
[MBq]
Gesamt
Akt* [%]
Metabolit
[%]
Tc13b
[%]
Gesamt
Akt** [%]
Metabolit
[%]
Tc13b
[%]
Le 30 min 1,02 0,75 0,57 0,063 57,6 20 80 38,2 2 93
Le 60 min 0,97 0,76 0,58 0,071 56,1 26 74 39,1 3 97
Le 120 min 0,92 0,62 0,45 0,081 59,7 26 74 34,1 3 97
Hi 30 min 1,13 0,73 0,34 0,24 60,8 42 57 23,0 92 8
Hi 60min 1,16 0,57 0,24 0,23 67,1 84 9 16,8 63 37
Hi 120 min 1,01 0,53 0,22 0,24 65,6 93 7 16,5 70 30
Lu 30 min 1,33 0,53 0,344 0,11 71,5 64 36 21,6 27 73
Lu 60 min 1,29 0,38 0,2 0,12 77,2 74 27 14,2 49 36
Lu 120 min 1,2 0,35 0,17 0,13 77,4 80 20 12,8 31 31
 
* = (Radioaktivität [MBq] Überstand 1x 100 %)/( Radioaktivität [MBq] Überstand 1+ Radioaktivität[MBq] Pellet 1) 
** = ( (100%- gesamt Radioaktivität Überstand 1 [%] )x Radioaktivität [MBq] Überstand 2)) /( Radioaktivität 
[MBq] Überstand 2+ Radioaktivität[MBq] Pellet 2) 
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Tabelle B8:  Homogenatinkubation Komplex Tc3b/2
Homogenat Homogenat Acetonitrilextrakt Überstand 1 Überstand 2
Überstand 1
[MBq]
Pellet 1
[MBq]
Überstand 2
[MBq]
Pellet 2
[MBq]
Gesamt
Akt* [%]
Metabolit
[%]
Tc3b
[%]
Gesamt
Akt** [%]
Metabolit
[%]
Tc3b
[%]
Le 30 min 2,16 0,27 0,13 0,107 88,9 75 25 6,1 73 27
Le 60 min 2,35 0,23 0,11 0,085 91,1 83 15 5,0 92 8
Le 120 min 2,1 0,23 0,11 0,093 90,1 88 12 5,3 100 0
Hi 30 min 2,15 0,63 0,36 0,2 77,3 22 78 14,6 17 83
Hi 60min 1,93 0,66 0,3 0,27 74,5 34 64 13,4 24 76
Hi 120 min 1,44 0,8 0,37 0,31 64,3 40 60 19,4 68 28
Lu 30 min 1,59 0,22 0,143 0,058 87,8 8 81 8,6 0 88
Lu 60 min 1,52 0,23 0,13 0,08 86,9 13 74 8,1 5 81
Lu 120 min 1,25 0,2 0,1 0,08 86,2 17 73 7,7 11 76
 
* = (Radioaktivität [MBq] Überstand 1x 100 %)/( Radioaktivität [MBq] Überstand 1+ Radioaktivität[MBq] Pellet 1) 
** = ( (100%- gesamt Radioaktivität Überstand 1 [%] )x Radioaktivität [MBq] Überstand 2)) /( Radioaktivität 
[MBq] Überstand 2+ Radioaktivität[MBq] Pellet 2) 
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C Abkürzungsverzeichnis 
 
 
 
Alb   Albumin 
ber.   berechnet 
c.a.   carrier added 
CDCl3   Deuterochloroform 
CE   capillary electrophoresis (Kapillarelektrophorese) 
Cys   Cystein 
DC   Dünnschichtchromatographie 
DEM   Diethylmaleinsäure 
DMSO-D6  perdeuteriertes Dimethylsulfoxid 
EA   Elementaranalyse 
ECD   Ethylencysteinethylesterdimer 
EXAFS  Extendet X-ray Absorption Fine Structure 
FAB   Fast Atom Bombardement 
fHbSH   fast reacting SH-groups of hemoglobin 
gef.   gefunden 
GSH   Glutathion 
Hb   Hämoglobin 
Hi   Hirn 
His   Histidin 
HK   Hämatokrit 
HPLC High Performance Liquid Chromatographie 
(Hochleistungsflüssigchromatographie) 
ID   Innendurchmesser 
IR   Infrarot 
l   Länge 
Le   Leber 
Lu   Lunge 
M   Metall 
MBq   Megabequerel 
Me   Methyl 
MS   Massenspektrometrie 
MTP   Methoxythiophenol 
n.c.a.    no carrier added 
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NMR   Nuclear Magnetic Resonance (kernmagnetische Resonanz) 
NS3   2,2`,2``-Nitrilotris-(ethanthiol) 
PET   Positronen-Emmissions-Tomographie 
PG   Propylenglycol 
Ph   Phenyl 
PMe2Ph  Dimethylphenylphosphin 
ppm   Parts per Million 
R   Rest 
rel.   relativ 
Rf   Relate to front 
RHb   Rattenhämoglobin 
RHM   Rattenhämolysat 
RP-HPLC  Reversed Phase (Umkehrphase) 
RSA   Rattenserumalbumin 
RT   Raumtemperatur 
Rt   Retentionszeit 
sHbSH   slow reacting SH-groups of hemoglobin 
SNMeS  3-Oxapentan-1,5-dithiol 
Solv   Solvens 
SOS   3-(Methyl)azapentan-1,5-dithiol 
SPECT   Single Photon Emission Computer Tomographie 
SSS   3-Thiapentan-1,5-dithiol 
TFA   Trifluoressigsäure 
Ü   Überstand 
UV   Ultraviolett 
VIS   Visible 
vsHbSH  very slow reacting SH-groups of hemoglobin 
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